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Introduction 

In certain fields of cytology e.g. in the study of chromosomal aberra- 
tions and in cytotaxonomy exact determinations of chromosome length 
are sometimes required. A serious problem is the variability in the results 
frequently found within one organism at apparently identical states of 
contraction or coiling. Variation in length, when evenly distributed 
over the whole chromosome complement, can be attributed to variation 
between cells in chromosome contraction or coiling. Usually more 
disturbing is variation in relative length of chromosomes or chromosome 
arms. This is detected either as variation between cells in the percentage 
of a given chromosome or chromosome arm of the length of the whole 
complement and in the arm length ratio; or as difference between 
homologous chromosomes and arms within cells. Such variation may 
be partly due to variation in contraction within the chromosome 
complement of one cell. In addition an “artificial” variation can be 
introduced by the experimenter. This can be divided into two parts: 

1. variation in actual chromosome length; 

2. variation caused by inaccuracy of the measurement. 
The data of Carotr and Buiixt (1953) on the length of Pisum meta- 
phase chromosomes give an impression of the variation in measured 
chromosome length. 

The present study was undertaken to give information required for 
a special purpose and is limited to the “artificial” variation. 


Materials and methods 


Materials. The plant used in the experiments was rye, Secale cereale. For 
part 1 and 2 (see experiments and results) roottips of seedlings of population 
Petkus rye were used, grown at room-temperature. For part 3 roottips of three 
different plants in pots were taken: one Petkus population plant, one highly 
inbred plant and one plant from an F, of a cross between two inbred lines. 

Methods. In all cases the chromosomes were measured in metaphase. All 
preparations were squash preparations as is usual with chromosome measurements. 
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Squashing is necessary to bring the chromosomes into a plane perpendicular to 
the axis of the microscope. Prefixation treatments were used in order to straighten 
the chromosome arms sufficiently to make exact measurement possible without 
the necessity to take bends into account. 

The roottips were fixed and macerated for ten minutes in NHCL at 60°C, 
then rinsed and hardened for five minutes in 70% ethyl alcohol and transferred 
to 1% orceine in 45% acetic acid, where they were left overnight. The squash 
was made in 1% orceine in 45% acetic acid. 

All prefixation treatments were carried out under standard conditions: 
18+0.5°C for four hours. 

Measurements and photographs were made with a Zeiss W microscope; direct 
measurements with a Jena ocular screw micrometer. Photographic plates were 
Gevaert Process Extra Ortho. 

More details on the methods will be given later. 


Experiments and results 
Part 1. The relative accuracy of some methods of chromosome measurement 


Three methods of measurement were compared as to their accuracy: 
a) Direct measurement of chromosomes pretreated with oxyquinoline 
with an ocular screw micrometer at high magnification: objective 100 x, 


n.a. 1.25 oil; ocular 24x. 
b) Measurement of the same cell in a photograph taken with objective 


100 x, oil; ocular 8x. 
c) Measurement of the same cell in a fs taken with objective 
40x, n.a. 0.63, dry; ocular 8x. 

In b and ¢ the negative plate was projected on the linear scale of a lige 
rule which could be read with high precision. The magnification of the projection 
was such that all measurements were made on the same scale. All three methods 
can be used with succes only when the chromosomes are sufficiently straight, 
which was the case with the pretreatment used. 

The methods were selected for the following reasons: direct measurement with 
an ocular screw micrometer (a) and measurement in a photograph (b) are the most 
accurate methods of chromosome measurement. The first has the advantage of 
being possible even when the chromosomes lie in different planes, which would 
make a single photograph of the whole chromosome set impossible. Photographs 
on the other hand can be made rapidly, which is of great advantage when using 
temporary preparations; the measurement can be made whenever time is available. 
The total amount of time needed is somewhat less for photographs. A lens of lower 
resolving power has the advantage of larger phocus depth, allowing the use of 
cells the chromosomes of which are not exactly in one plane. The disadvantage 
is the less well defined contour of the chromosomes. Measurements made in 
camera lucida drawings or in direct projection (Bosr 1956) are not as accurate 
as with the methods described here (Casp: RssoN et al. 1953). 

The main cause of variability in repeated measurements on the same chromo- 
some is vagueness of chromosome ends and constrictions. The location of the 
centromeres offered no problem. Other sources of error are probably of minor 
importance. 

For estimation of the variability an index was calculated for each cell: all 
chromosome arms were measured twice and the differences between the measure- 
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ments summed. Thus each cell variability index is the sum of 30 differences (28 
arms and 2 satelites). For each method of measurement 5 cells were used and 
treated as replications in a randomized blocks experiment. (Analysis of variance 
in Table 1.) 


Table 1. Variability indices of three methods of chromosome measurement 
Explanation in text 


















































Methods 
Cells 
: direct met ene pmeene h total 
10a 32 24 82 138 
12b 34 21 32 87 
12a 31 30 45 106 
10b 31 29 48 108 
lla 30 36 41 107 
Total 158 140 248 546 
Source d. f. s.S. ; M.S. F i og 
Cells : 4 | 446.2667 111.6 
Methods. . . 2 | 1339.2000 669.6 4.64 < 0.05 
Error . : 8 1154.1333 144.3 
Total | 14 | 2939.6000 | | 
Differences: direct— photo 100 x  t=0.474 not significant 
direct — photo 40 x t=2.844 P<0.05 
photo 100 x —photo 40 x =2.370 P<0.05 


Measurements made in photographs have two sources of error: a) from the 
photograph (focus, movement); b) from the measurement. Direct measurements 
have only the second. For the comparison of the importance of both errors the 
same indices were used as above, but in addition a second photograph was made 
of each cell and again measured twice. The between-photograph variability index 
was calculated by first finding the sum of the differences between the two first 
measurements per photograph, than between the two second measurements and 
taking the mean of both sums. Similarly the within-photograph variability index 
was calculated by first taking the sum of the differences between the two measure- 
ments of the first photograph (= index as used above), then of the second and 
averaging these. The first index is composed of photograph variability +- measure- 
ment variability. If the first is not larger than the second the variability caused 
by differences between photographs is negligible. The analysis of variance is given 
in Table 2. 

Although the within photograph index is smaller than the between photograph 
index, the difference is not significant. Replication of photographs cannot be 
expected to increase the accurracy of the results, while replication of measurements 
within one photograph may do so. 

Since photographs with a lower resolution Jens are easier made than those 
with a high resolution lens (larger focus depth) it is of interest to know how many 
replications of measurement will be necessary in a low resolution photograph to 
get the same precision as a single measurement in a high resolution photograph. 
As the former measurements could not give this information a small additional 
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set of measurements was completed for orientation. One chromosome arm (the 
long arm of the satellite chromosome) was measured five times in photographs 
of each type in three cells. Thus the following error mean squares were obtained: 
high resolution (100 x ) 0.23375; low resolution (40 x) 1.8175; ratio 7.78. For the 
same accuracy 8 replications are required in the low resolution photograph as com- 
pared to 1 in the high resolution photograph. The coefficients of variability are: 
high resolution: 0.6% ; low resolution: 2.2%. 


Table 2. Between- and within-photograph variability indices compared. 
Analysis of variance. Explanation in text 





























100 x 40 x total 
Index between measurements. . . 233 149 382 
Index between photographs. . . . 195 143 338 
Total 428 292 720 
Source d. f. S. 8. Mn. F P 
et Pores ct aie 4 465.5 116.375 1.279 > 0.05 
Methods..... 3 1072.8 375.6 3.931 < 0.05 
Measurements . . 1 96.8 96.8 1.064 > 0.05 
Enlargements . . 1 924.8 924.8 10.165 <0.01 
Interaction su 1 51.2 51.2 0.563 > 0.05 
OS a eee 12 1091.7 . 90.975 
Total 19 2630.0 

















Part 2. Effect of squashing 

Accurate chromosome measurements with the methods presently 
available are possible only when the chromosomes lie in a plane per- 
pendicular to the axis of the microscope. This is usually brought about 
by squashing. In addition, unless a curvimeter is used in a camera 
lucida drawing or in a photograph, the chromosomes must be straight, 
which can be effected by proper prefixation treatments. 

The assumption that squashing affects only the shape of the cell 
and the location of the chromosomes but not the shape of the chromo- 
somes is incorrect. The effect of squashing was studied here first on 
chromosomes pretreated with oxyquinoline. This treatment gives well 
straightened chromosomes and makes constrictions clearly visible. The 
number of metaphase plates is smaller, however, than with other pre- 
treatments. 


Difference in chromosome length between squashed and unsquashed chromo- 
somes cannot be determined in rye. Therefore two intensities of squashing were 
compared. After moderate squashing a cell was selected of which all chromosomes 
were in focus with a 40 x objective. This was checked with a photograph. It 
was found that in this case the error introduced by a position of the chromosome 
arm not perpendicular to the axis of the microscope is negligable, although ap- 
parently the squashing has been insufficient to put (or to keep) all chromosomes 
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entirely in one plane. The focal depth is sufficient to include chromosomes of 
somewhat different level. Some slope of the chromosome arms cannot be excluded, 
but is at least very small, as checked with a 100 x oil lens. 

In this position the chromosome arms were measured with the ocular screw 
micrometer. The total length of all chromosomes per cell was calculated in addition 
to the sum of the arm length ratios per cell. 

Next, additional pressure was applied until all chromosomes were in focus 
with the 100 x objective, where the focus depth is considerably smaller. The 
total amount of squashing thus applied is usual for chromosome measurements. 
Again a photograph was taken for control and again the measurements as men- 
tioned above were perfor- 
med. This was carried out 
on 10 cells. The results are Table 3. Effect of squashing on chromosome length 


given in Table 3. The diffe- and on arm length ratio 
rence between both degrees For chromosome length: arbitrary units 





of squashing is arbitrary 
and not quite constant. Can 

The significant increase ’ moderate | hard moderate hard 
in total chromosome length — — “ee — 
might be explained partly 
by decrease in the angle 


Total armlength Sum arm length ratios 








3a 18.88 21.23 18.614 19.219 


isi Se 3b 16.23 16.93 19.282 | 19.331 
CON enn anes (eee oe 4a 18.96 19.10 19.540 | 19.561 
arms and the plane perpen- 4b 20.47 21.11 19.622 | 19.686 
dicular to the axis of the ‘ 5a 21.03 21.93 18.578 18.787 
microscope. As pointed out 5b 20.92 22.04 18.854} 19.186 
above, however, this was 6a 22.01 24.09 18.975 | 19.115 
an exception. The increase is 8a 23.82 24.62 20.453 | 20.424 

gb 19.50 20.08 19.799 | 19.965 


not evenly distributed over 
the cell, as somtimes some ga 19.91 20.10 19.572 19.844 


chromosomes show it, while Total 201.73 211.23 193.289 195.457 


their homologues donot.  pjfference: 9.50 = 4.6% 2.168 = 1.1% 
The effect must be a stret- ¢_yalue: 4.11; P<0.01 t-value: 3.08; P<0 5 
ching of the chromosomes 


as a result of pressure. 

An unexpected effect of squashing is the significant increase in average arm 
length ratio. Although an average of arm length ratios may not have much meaning 
in itself, an increase caused by squashing indicates that on the average the long 
arms are stretched more strongly than the short arms. If squashing would bring 
the chromosome arms more in the plane perpendicular to the axis of the micro- 
scope one can expect that the short arm shows, on the average, a relatively larger 
increase in length than the long arm. Before additional squashing short arms 
have more opportunity to deviate from the plane mentioned than long arms and 
would thus show a larger relative increase when brought into this plane. If this 
were so, a decrease in average arm length ratio was to be expected. 


As not all chromosomes of rye are easily distinguished, it was not attempted 
to determine exactly which chromosomes were responsible for this effect. To a 
limited extent conclusions were drawn from the change in variance of the arm 
length ratios within cells as a result of squashing. If arm length ratio increases 
mostly in chromosomes that have the highest ratio, the variance within cells is 
expected to increase. If, however, mainly the ratio of the chromosomes with the 
lowest ratio increases, this variance will decrease. It was found that, although 
the variance decreases somewhat on the average, this is not significant. 
Chromosoma (Berl.), Bd. 16 25a 
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In addition a number of correlation coefficients have been calculated: 

a) between the increase in total chromosome length per cell and in average 
arm length ratio (10 cells): r= + 0.605, not quite significant. 

b) between total chromosome length per cell before and after additional 
squashing: r= + 0.95, highly significant. 

c) between average ratio per cell before and after additional squashing: 
r=-+ 0.96, highly significant. 

d) between increase in length and length before additional squashing: r = + 0.16, 


not significant. 
e) between increase in ratio and ratio before additional squashing: r= — 0.17, 


not significant. 
f) between increase in length and length after additional squashing: r = + 0.46, 


not significant. 
g) between increase in ratio and ratio after additional squashing: r= — 0.43, 


not significant. 

h) between length and ratio before additional squashing: r=-+ 0.28, not 
significant. 

i) between length and ratio after additional squashing: r = + 0.10, not signifi- 
cant; the same with 10 additional cells: r= -+-0.12, not significant. 

From the correlation coefficients appears that increase in length and in ratio 
are not correlated to the original values nor to the values obtained after additional 
quashing (d—g). 

The increase caused by additional squashing seems to be smaller than the 
differences between cells already present (Table 3, correlation coefficients b and e). 
This can be studied more accurately on separate chromosome arms. In rye only 
the satellite chromosome pair can be distinguished with certainty. For this the average 
difference between the two homologous long arms per cell is approximately 7% of their 
average length (4.2) and approximately 1.2 x the average difference due to additional 
squashing. This is not a significant difference. An analysis of variance showed that 
for length of this arm before additional squashing the between-cells-mean-square 
was about 10 x as large as the within-cells-mean-square, a very significant difference. 

For arm length ratio the average difference between the two homologous 
chromosomes is about 14% of the average ratio and 4.5 x the average difference 
due to additional squashing. This is a significant difference. An analysis of 
variance gave almost equal mean squares for between and within cells. 

The general conclusion is that the variability introduced by additional squashing 
is appreciably smalier than the variability already present, although it is systematic 
and statistically significant. 

For comparison other pretreatments have been checked (colchicine 0.1% and 
saturated alpha bromo naphthalene). A small experiment was set up with 4 cells 
from different plants. 

For colchicine the increase in total chromosome length and in arm length 
ratio was significant ({= 2.98 and 2.90 resp.). For alpha bromo naphthalene the 
increase in length was very significant (t= 4.45), in ratio not ({= 0.92). Here again 
an increase was found in every cell, too small, however, in comparison to the 
variability to be significant in such a small sample. The correlation between 
increase in length and increase in ratio appeared to be negative and significant 
for both pretreatments (r = —0.95 and —0.91 resp.). This peculiar result cannot 
yet be explained. The change in variance in arm length ratios calculated as men- 
tioned above, was in no case significant. For colchicine an increase was found, 
for bromo naphthalene a decrease. The results with these two chemicals are 
apparently parallel to those with oxyquinoline. 

Fig. 1 and 2 give an impression of the difference between high and low resolu- 
tion photographs and the effect of additional squashing. ; 
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Part 3. Effect of pretreatments 
In the preceding part measurements were presented following three 
different pretreatments. These measurements allow a comparison of the 
effects of these somerages: on chromosome org 





Fig. 1 Fig. 2 
Fig. 1. Secale cereale; roottip; cell 3*; 2n = 14. Phase contrast and acetic orceine. Meta- 
phase chromosomes after oxyquinoline. Moderate squashing. Objective dry 40 x; n.a. 
0.63. Long arm satellite chromosome approximately 4 u 


Fig. 2. Cell of Fig. 1 after additional squashing. Objective oil 100 x ; n.a. 1.25 


- Table 4 gives the average total chromosome length per cell and the average 
arm length ratio for the three pretreatments oxyquinoline, colchicine and bromo 
naphthalene with application of the full amount of squashing (see part 2). 


Table 4. Average relative chromosome length (oxyquinoline = 100) and average arm 
length ratio after different pretreatments 














=, 
$ cone Arm length ratio 
length 
Oxyquinoline. . ... 100.0 1.389 (average of 20) 
Colchicine ...... 89.2 | 1.399 (average of 5) 
Bromonaphthalene . . 105.7 1.445 (average of 5) 


As for a good comparison of pretreatment effects these data are insufficient, 
a new series of measurements was undertaken. Now each treatment was carried 
out on three plants (see Materials) of each of which six cells were used. The 
chromosomes were measured by means of photographs taken with the 40x 
objective. The squashing was on the whole moderate. This method was chosen 
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-because of its convenience, and its inaccuracy was somewhat reduced by taking 
the average of two measurements in each photograph. For total chromosome length 
per cell the following results were obtained: 


oxyquinolme (2°) "6 fs" 115.44 
bromonaphthalene . . . . 110.74 
OOIGRIOINS | 5) 5 ESN 98.1 u 


Under the given conditions colchicine had the strongest contracting power. 
The difference between oxyquinoline and bromonaphthalene is small and opposite 
to that in Table 4. 

The same values for plants are: 


AMT 5 anne By oe Cs 110.7 u 
SLUT) a RR Se ag at a ee 105.4 u 
VES CL PEAR SIE: Ao 107.9 u 


Apparently the differences between plants are smaller than between treatments. 
The results obtained for arm length ratios are of more interest. See Table 5. 


Table 5. Average arm length ratio in different plants and after different treatments 
Each value is the average of 6 cells, each measured twice 






































Plant 
Treatment Average 
1 2 3 
Oxyquinomme 0. 1.409 1.398 1.413 1.406 
Bromonaphthalene. . . . . 1.367 1.391 1.364 1.374 
COIGHIOMID A 525. tee onus 1.381 1.379 1.399 1.386 
Average 1.386 1.389 1.392 1.389 
Analysis of variance (last three decimals): 

Source d. f. 8.8. M. S. F F (P 0.05) 
Treatments. . . 2 9746.0 4873.0 1.959 | appr. 3.21 
Genotype 2 358.0 179.0 
Interaction... 4 4420.8 1105.2 
HICGE isi esca- suis 45 111961.3 2488.0 

Total 53 126 486.1 














t-value largest difference (oxyquinoline — bromonaphthalene): 1.93; ¢ (P == 0.05) 
appr. 2.04. 


The analysis of variance shows that the differences found are not significant. 
It should be noted, however, that the differences between treatments are larger 
than those between plants. Moreover the largest difference between two treatments 
is almost significant at the 5% level. It is the authors opinion that the possibility 
of a systematic difference in average arm length ratio may not be excluded. 

Finally correlation coefficients were calculated between total chromosome 
length per cell and average arm length ratio per cell within each treatment (18 cells): 
oxyquinoline r= 0.025; colchicine r=0.121; bromonaphthalene r=0.021. There 
is apparently no correlation between both variables. 


Discussion 
The present series of experiments shows that there is an effect of 
the method of measurement and of preparation on the result of meas- 
urement of rye chromosomes. This effect, however, is small compared 
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to the variability caused by other factors. Regarding the error intro- 
duced by the measurement it should be noted that with the methods 
used here this error is independent of the length of the chromosomes. 
For large chromosomes like those of rye the error is relatively small. 
For small chromosomes, common in many plant species, it becomes of 
increasing importance. A method of measurement causing a coefficient 
of variability of 2% in rye chromosomes will cause a coefficient of 
variability of 10% when the chromosomes are five times as small. This 
is an appreciable error, which becomes important especially when rela- 
tively large arm length ratios are found. In such cases the accurracy 
of the method of measurement cannot be neglected. In rye the vari- 
ability due to other causes is too large to make a very exact method of 
measurement useful in squash preparations. 

As to the method of preparation it is of interest to note that squashing 
gives a significant increase in chromosome length. This increase is not 
evenly distributed over the chromosome arms. Apparently not all parts 
of the chromosome complement are equally susceptible to squashing: 
the short arms are in general the least affected. Whether or not this 
is correlated with the distribution of heterochromatin, found mainly in 
the short arms, is not known. The increase due to additional squashing 
as determined here is not large. The increase due to the total amount 
of squashing will certainly be larger, but probably nor yet equal to the 
variation caused by other factors. It will be disturbing only when very 
accurate measurements are required and the variability caused by other 
factors or “natural” variability is small. For less discriminating measure- 
ments the error introduced is of minor importance. 


Summary 

a) Three methods of measurement of straightened rye chromosomes 
were compared in respect to their accuracy. 

1. Direct measurement with an ocular screw micrometer, using a 
100 x oil immersion lens. 

2. Measurement in a photograph taken with a 100 x oil immersion 
lens. 

3. Measurement in a photograph taken with a 40x dry lens. 

1. and 2. were found to be of equal accuracy, giving a coefficient 
of variability of approximately 0.6%. 3. was less accurate, giving a 
coefficient of variability of approximately 2.2%. For rye chromosomes 
this is not serious, for smaller chromosomes it can become disturbing. 
Replication of measurement in the same photograph will then be useful; 
between photograph variability is small. 

b) The effect of squashing on chromosome length and on arm length 
ratio was studied for rye chromosomes. On the average squashing was 
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found to increase chromosome length with several percent, arm length 
ratio by a few percent, both effects being statistically significant. In 
individual cases much more extreme increase of length and ratio was 
found. The effect is smaller than the variability due to other causes, 
even if not including the variability due to inaccuracy of the method 
of measurement. 

c) The effects of different pretreatments on chromosome length and 
arm length ratio in rye were compared. No significant difference regarding 
arm length ratio could be found between oxyquinoline, bromonaphthalene 
and colchicine in the concentrations used, although there are indications 
that such differences may exist but are masked by the large variability 
due to other causes. 
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A. Einleitung 

Die vorliegende Arbeit stellt einen weiteren Beitrag zu einem 
Forschungsprogramm dar, welches die méglichst vielseitige Darstellung 
der raum-zeitlichen Entfaltung des Polyploid-Komplexes Achillea mille- 
folium L.s. lat. zum Ziele hat. Die bisherigen Arbeiten behandeln vor 
allem die Okotypenstruktur der Sippen im westlichen Nord-Amerika 
(CLausEN, Keck und Hrsszy 1940, 1948), die Cytogeographie der 
nordamerikanischen (LAWRENCE 1947, EHRENDORFER 1952b) und mittel- 
europaischen Sippen (EHRENDORFER 1953a) sowie die cytogenetischen 
Beziehungen zwischen tetra- und hexaploiden Sippen (ScHNEIDER 
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1958 : Beitrag I); weiters liegen kurze Mitteilungen vor tiber akzessorische 
Chromosomen (EHRENDORFER 1957, SCHNEIDER 1958) und iiber diverse 
Kreuzungen zwischen Sippen der gleichen Ploidie-Stufe (Yearb. Car- 
negie Inst. Wash. 48—56, 1949—1957). 

Spontane Stérungen der Pollenmeiose, vorziiglich bei Wildformen 
des Achillea millefolium-Komplexes, bilden den Gegenstand des vor- 
liegenden Beitrages II (diploide Sippen) sowie der folgenden III (poly- 
ploide Sippen) und IV (quantitative Verteilung und Gegeniiberstellung). 
Bei den Diploiden handelt es sich im wesentlichen um Defekte der 
Matrix und Spiralisation, besonders aber um Briiche und Bruchfolgen: 
Fragmente, Multivalente und Briicken, Spindelstérungen, Restitutions- 
kernbildung, Non-Disjunction, somatische Aneuploidie sowie um redu- 
zierte Syndese mit Univalentbildung. 

Vom phylogenetischen Gesichtspunkt gesehen mag die Analyse 
solecher Stérungen bedeutungslos erscheinen, da zumindest aus den 
starker gestérten Meiosen keine vitalen Gameten hervorgehen. Als 
Rechtfertigung sei festgestellt, daB aus einem Studium der leicht faB- 
baren Extremphénomene am Rande der Normalamplitude der Chromo- 
somenreproduktion! wichtige Hinweise auf die weniger leicht faBbaren 
Normalprozesse der cytogenetischen Differenzierung gewonnen werden 
kénnen. — Vom Gesichtspunkt der Erforschung des normalen Mitose- 
und Meiose-Ablaufes diirfte eine genauere Analyse solcher spontaner 
Stérungsvorginge und vor allem auch ihr Vergleich mit experimentell 
ausgelésten Stérungen der Chromosomenreproduktion von Bedeutung 
sein. Damit ist eine Verbindung zur experimentellen Mutationsfor- 
schung hergestellt. 

Aus den oben entwickelten Voraussetzungen ergibt sich folgende 
allgemeine Fragestellung fiir den vorliegenden Beitrag: 

1. Sind die einzelnen Stérungskomponenten miteinander zu einem 
charakteristischen Storungssyndrom korreliert ? 

2. Welche ursachlichen Zusammenhange lassen sich dabei erkennen ? 

3. Welche Riickschliisse auf die idiotypische Steuerung der Stérungs- 
prozesse und die populationsgenetische Bedeutung der Stérungstrager 
sind méglich ? 

Nach einer Darstellung der speziellen Stérungsverhaltnisse bei den 
einzelnen diploiden Arten und einem ausfihrlichen Uberblick tiber das 
Problem der spontanen Chromosomenaberrationen sollen diese Fragen 
im allgemeinen Teil einer Beantwortung nahergebracht werden. 

In weiterfiihrenden Beitragen soll versucht werden, das phylogenetische Bild 
des Achillea millefolivm-Komplexes abzurunden: Nach der Behandlung der 


1 Der Begriff der Chromosomenreproduktion ist in der vorliegenden Arbeit im 
weitesten Sinn verstanden und soll damit den gesamten mitotischen und meioti- 
schen Formwechsel ebenso wie auch den eigentlichen Teilungsvorgang, die Re- 
plikation (= identische Reduplikation) der Chromosomen, umfassen. 
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Stérungen bei den Polyploiden (EHRENDORFER 1959c: Beitrag III) kénnen aus 
der quantitativen Gegeniiberstellung mit dem Stérungsbefund bei den Diploiden 
verschiedene phylogenetische SchluBfolgerungen gezogen werden (1959d: IV). Als 
Folgen der spontanen Chromosomenaberrationen finden sich bei diversen Diploiden 
akzessorische Chromosomen mit charakteristischem Verhalten und besonderen 
Funktionen (1959e: V). Den Abschlu8 der laufenden Beitragsreihe bildet der 
Versuch einer Synthese: Eine Darstellung der wichtigsten Mechanismen der 
Mikro-Evolution beim Achillea millefolium-Komplex auf Grund der vorliegenden 
Daten, neuer Kreuzungsergebnisse und der Analyse natiirlicher Hybridsippen 
(1959f: VI). 

Fir groBziigige Arbeitsméglichkeiten bin ich Herrn Prof. L. GzrrLer zu groBem 
Dank verpflichtet. Frau Prof. E. Worss méchte ich sehr herzlich danken fir 
viele Ratschlige. 


B. Material und Methodik 


Die cytologisch analysierten Pflanzen standen teils am natiirlichen Standort, 
teils unter klimatisch weitgehend ahnlichen Bedingungen im Versuchsgelainde des 
Botanischen Gartens der Universitat Wien. Die Kennzeichnung erfolgt mit Fund- 
ort und Fixierungsnummer bzw. mit Serien- sowie Individuennummer. Von allen 
Individuen wurden Herbarbelege aufbewahrt. 

Die Fixierungen-von Bliitenképfchen wurden in den Jahren 1955—1958, nur 
wahrend der Hauptbliitezeit (Juni/Juli), nur bei normalen Klimabedingungen 
und immer blockweise vorgenommen, so daB gleichzeitig und von der gleichen 
Stelle entnommene Proben auch bei Anwendung strengster MaBstibe vergleichbar 
sind (nihere Angaben s. unten). Im iibrigen zeigen vergleichende Untersuchungen, 
da& sich innerhalb einer Normalamplitude von Umweltveranderungen gréBere 
Verschiedenheiten im Meioseverhalten von ein und derselben Pflanze nicht ergeben. 

Die Fixierung von zerkleinerten Bliitenképfchen erfolgte in ~Carnoy (4:3:1), 
als Farbemittel der Quetschpraiparate wurde gesattigte Karminessigsiure ver- 
wendet und maBig erwirmt. Zur raschen Feststellung von mitotischen Chromo- 
somenzahlen hat sich folgende Methode bewahrt: Gut wachsende Keimlinge im 
Zwei- bis Vier-Blatt-Stadium kommen fiir 4 Std in 0,25%ige waBrige Colchizin- 
lésung; Wurzelspitzen und Vegetationspunkte werden nach Carnoy-Fixierung und 
KE-Farbung zu Quetschpriparaten verarbeitet. Bei Anwendung dieser Methode 
werden immer zahlreiche erste C-Mitosen angetroffen. 

Bei der Anfertigung der Quetschpraparate wurde absichtlich nicht zu starker 
Druck angewandt, um die Méglichkeit der Entstehung von Praparationsartefakten 
auszuschlieBen. Die raéumliche Anordnung der Elemente in den PMZ bleibt bei 
dieser Methode weitgehend erhalten. Dieser Umstand und die Notwendigkeit, 
die Gesamtheit der Elemente einer PMZ zu demonstrieren, veranlaBte, in der vor- 
liegenden Arbeit von photographischen Wiedergaben Abstand zu nehmen. 

Bei der Ausfiihrung der Zeichnungen wurden aberrationsbetroffene Chromo- 
somenelemente durch schwarze, Univalente und Univalenthalften durch schraf- 
fierte und + normale Elemente durch weiBe Flachendeckung gekennzeichnet. 


C. Spezieller Teil 

Bei den im folgenden genauer behandelten Arten Achillea setacea 
W. K. und A. asplenifolia VENT. handelt es sich um diploide (2n = 18) 
Basissippen, aus denen durch Hybridisierung und Genomverdopplung 
ein Teil der polyploiden Sippen des Achillea millefolium L.-Komplexes 
hervorgegangen ist. A. setacea ist eine Sippe kontinentaler, westasiatischer 
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bis osteuropaischer Sandsteppen, die sich zumindest bisins Wallis verfolgen 
1aBt, A. asplenifolia dagegen stellt eine ausschlieBlich pannonische Sippe 
dar und besiedelt meist anmoorige Niederungswiesen vom Typus der 
Molinieten. Obwohl die beiden Arten im Kreuzungsexperiment durch 
starke,+ kryptostrukturelle Barrieren getrennt sind (mangelhafte Kom- 
patibilitat, Sterilitat oder stark reduzierte Fertilitat der F, usw.), ist 
im Gelinde eine gewisse Introgression von Merkmalen der A. setacea 
in A. asplenifolia méglich gewesen. Derartige, + stark an A. asplent- 
folia angenaherte hybridogene Populationen (A. roseo-alba EHRENDF., 
1959a) haben ihr Verbreitungsschwergewicht vor allem in anthropogen 
bedingten Mahwiesen und Weiden der norditalienischen Tiefebene, 
wo reine A. asplenifolia fehlt. — A. crithmifolia W. K. steht zwar der 
Basis des A. millefoliwm-Komplexes nahe, ist aber offensichtlich nicht 
an der Entstehung von Polyploiden dieses Formenkreises beteiligt 
gewesen. — Dagegen ist aus den ebenfalls recht isoliert stehenden 
diploiden Sippen der A. nobilis L.—A. odorata L.-Gruppe und Elemen- 
ten des A. millefolium-Komplexes die allotetraploide A. virescens (FENZL) 
HEIMERL entstanden. — Uber allfallige Beziehungen der siideuropaisch- 
balkanischen A. coarctata Porr. und A. tomentosa L. sowie der isolierten 
A. grandifolia Friv, zum A. millefolium-Komplex liegen noch keine 
endgiiltigen Befunde vor. 

Weitere Einzelheiten mégen den Arbeiten EHRENDORFER (1953a, 1959f) ent- 
nommen werden. 

1. Achillea setacea 

Als Beispiel fiir den Ablauf einer normalen, ungestérten Meiose in 
den Pollenmutterzellen (PMZ) einer diploiden Achillea mag Abb. 1 a—c von 
A. setacea aus dem Burgenland, Kalvarienberg bei Neusiedl, dienen. — 
Bei A. setacea, ebenso wie bei den anderen untersuchten diploiden 
Achillea-Arten, treten sonst ungestérte Individuen auf, bei denen die 
Chiasma-Frequenz + gesenkt ist; bei solchen Pflanzen finden sich 
daher in einzelnen, im Durchschnitt in etwa 5% der PMZ Univalente. 
Chiasma- und Univalentfrequenz zeigen unter sonst gleichartigen 
Bedingungen von Individuum zu Individuum Verschiedenheiten und 
sind offensichtlich idiotypisch gesteuert. 


Individuen mit + starker St6rung der Chromosomenreproduktion 
wurden besonders in einer A. setacea-Population im Wallis, ober Sion: 
Tourbillon, festgestellt. In der gleichen Population waren auch nicht 
und kaum gestérte Individuen vorhanden. Die Fixierungen erfolgten 
bei normalen Umweltbedingungen, bei allen Pflanzen gleichzeitig und 
unter gleichartigen Voraussetzungen. Erscheinungsbild, Kopplung und 
Abfolge der Stérungen seien am Beispiel der stark gestérten Pflanze 
Sion-3 eingehender dargestellt. 
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MaBig und stark gestérte PMZ liegen hier neben voéllig normalen und 
ungestérten PMZ im gleichen Antherenfach. Als Ausdruck der Labilitat 
der Stérungsvorginge sind vielfach gewisse graduelle Verschiedenheiten 
zwischen verschiedenen Bliiten, Képfchen und Infloreszenzzweigen fest- 
zustellen. 

Besonders auffallig sind an gestérten PMZ die vom Pachytan bis 
zur friihen Anaphase I in zunehmendem Ausma®B in Erscheinung treten- 
den freien Fragmente’. In Abhangigkeit vom Zeitpunkt der Loslésung 
und wohl auch in Abhangigkeit vom Ein- bzw. Ausschlu8 bestimmter 
Organisatoren sind diese Fragmente im Meioseablauf mit der Rest- 


Bas RD | 
“PBB ogo! 


Abb. la—c. A. setacea (SUI 6325-105 und -111): Normalablauf der Pollenmeiose; a Meta I, 
b Anal, c Meta II 





a 


masse der Chromosomen synchronisiert oder nicht. Bei Sion-3 sind die 
asynchronen, sehr friihzeitig abgespaltenen und schon in Metaphase I zu 
Mikronuclei umgewandelten Fragmente relativ selten und auf sehr stark 
gestérte PMZ beschrankt (Abb. 2f). Die Zahl der sich synchron ver- 
haltenden Fragmente kann in den seltenen extrem _,,zerstéiubten‘‘ 
Meiosekernen bis gegen 50 betragen, iibersteigt aber sonst gew6hnlich 
nicht die Zahl 5. In giinstigen Fallen ist erkennbar, von welchen nun- 
mehr asymmetrischen, heteromorphen Bivalenten die freien Fragmente 
stammen (Abb. 2a, b). Die Fragmente sind meist azentrisch und stellen 
relativ kleine, tiberwiegend terminal abgesplitterte Chromosomenstiicke 
dar. Nur in den ,,zerstéubten‘‘ Meiosekernen ist infolge der groBen 
Bruchhaufigkeit die Grenze zwischen defizienten, zentrischen Bivalent- 
bzw. Univalent-Chromosomen und den kleinen, azentrischen Fragmenten 
z.'f. verwischt. Hierist dann auchinfolge der starken meiotischen Chromo- 
somenspiralisation und der irreguliren Lageverhaltnisse nicht immer 
mit Sicherheit festzustellen, ob ein bestimmtes Element zentrisch oder 
azentrisch ist (Abb. 2f). 

Die zur Entstehung der Fragmente fiihrenden Briiche sind chromo- 
somal (bzw. isochromatidal) und miissen daher in der prameiotischen 





1In friihen Prophasen konnten keine etwa von praimeiotischen Mitosen her 
persistierende Fragmente gefunden werden. 
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Ruhephase oder der friihen meiotischen Prophase erfolgt sein. Das ist am 
friihen Zeitpunkt des Freiwerdens der Fragmente, an ihrer GréBe, vor 
allem aber auch an ihrer haufigen Doppelstruktur ersichtlich. An 
fragmentreichen ,,zerstaéubten‘‘ PMZ kann dabei beobachtet werden, 
daB die groBen Fragmente vielfach aus 2 Elementen zusammengesetzt 
erscheinen, wahrend die kleineren entweder durch diirne Chromatin- 
faden miteinander verbundene oder tiberhaupt freie und nur Lage- 








Abb. 2a—g. A. setacea (Sion-3): Stérungen der Pollenmeiose; a Diakinese mit hetero- 
morphem Bivalent und Chromosomenfragment; b MetaI mit freiem Chromosomen- 
fragment; c Metal mit verringerter Spiralisation der Chromosomen, 8 II +III+F; 
d Meta I, 3 III + 6II + I + F;e MetalI mit verringerter Spiralisation der Chromosomen, 
21IV +IIl +411 + 2F; f,,zerstéubter“’ Meiosekern in Metal, 2 desynchronisierte 
Mikronuclei, Korrosion der Chromosomen; g Restitutionskern nach ,,zerstiubter‘‘ Meta I 


beziehung aufweisende Paare darstellen; die raumliche Isolierung un- 
verbundener Fragmente ist bei kleineren Fragmenten im allgemeinen 
weiter fortgeschritten als bei gréBeren (Abb. 2f). Dieser Sachverhalt 
1aBt sich mit einer hdheren Reunionsrate der gréBeren im Vergleich zu 
den kleineren Isochromatidfragmenten deuten. Neben doppelstruktu- 
rierten und paarigen Fragmenten kommen einfache Chromosomenfrag- 
mente vor. Unvollstandige Lésung der Chromosomenbriiche gibt sich 
durch vereinzeltes Auftreten von achromatischen Zonen an Bivalent- 
und Univalentchromosomen zu erkennen. Gegeniiber der groBen Zahl 
der Chromosomen- bzw. Isochromatidfragmente sind einzelne Chromatid- 
fragmente sehr in der Minderheit. Sie wurden vereinzelt, vor allem als 
angeheftete Fragmente in der Anaphase I (AI) beobachtet; die ent- 
sprechenden Defizienzen sind in der Anaphase IT (A II) an den asym- 
metrischen Disjunktionspartnern sichtbar. Die Fragmente zeigen im 
allgemeinen eine groBe Persistenz und sind in den Pollenkérnern bis 
zum Auftreten der Pollenmitosen zu verfolgen. 
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Als Folge von Reunionen freier Bruchenden treten in Metaphase I 
(MI), AI und ATI dizentrische Chromosomen, Briicken mit zugeord- 
neten Fragmenten und Multivalentfigurationen auf. Es ist bemerkens- 
wert, daB dabei eine enge Korrelation mit dem Auftreten von freien 
Fragmenten festzustellen ist: mit zunehmender Frequenz nimmt auch 
die Frequenz der Briicken und Multivalente zu; in sonst ungestérten 
PMZ der aberrationslabilen Pflanzen sind Multivalentfigurationen 
viel seltener, in ungestérten Nachbarpflanzen fehlen sie fast voll- 
staindig. Damit kann die Méglichkeit, daB es sich hier um Folgen von pri- 
marer Strukturheterozygotie handelt, weitgehend ausgeschlossen werden}. 

Bei Sion-3 sind einfache, symmetrische Bivalentbriicken zwischen 
homomorphen Partnern mit einem zugehérigen, zusammengesetzten, 
U-férmigen Doppelfragment in der A I weitaus am haufigsten (Abb. 3b); 
solche Briicken persistieren iiber die Interkinese vielfach bis in die A IT 
und Telophase (T) II (Abb. 3c); auch A II-Briicken mit und ohne neu 
hinzutretende Fragmente sind in starker gestérten PMZ nicht selten 
(Abb. 3c). Nur ausnahmsweise wurden auch doppelte Bivalentbriicken 
in AI beobachtet. (Wegen der mechanischen Deutung der verschiede- 
nen Briicken vgl. S. 389—390.) 

Das Auftreten von 3- und 4teiligen Chromosomenverbanden ist bei 
Pflanze Sion-3 nur in wenigen Fallen auf Multivalentbildung unter 
Beteiligung von iiberzihligen Chmosomen, meistens dagegen auf Fol- 
gen von Reunionen zwischen nicht-homologen Chromosomen zuriick- 
zufiihren (Abb. 2c—e). 

Relativ selten sind terminale, briickenartige Blockaden (Verklebun- 
gen) ohne Fragmentte (in A I) und briickenartige Zerrungen des Centro- | 
mers, wie sie bei vorzeitiger Trennung yon nachhinkenden Univalenten 
in AI beobachtet wurden (Abb. 3a). 

Parallel zum Auftreten von Bruch- und Reunionsfolgen kann in 
gestérten PMZ vielfach ein verringerter Grad der Spiralisation mit Auf- 
treten von diinneren und spindeligen Bivalenten (bzw. Multivalenten) 
festgestellt werden, wovon Abb.2c unde eine gewisse Vorstellung 
geben. Weitere Stérungen des Formwechsels betreffen vorziiglich die 
Matrix: So macht bei manchen PMZ die Oberflache der Meiosechromo- 
somen noch in M I einen ,,korrodierten‘‘ Eindruck (Abb. 2f). Besonders 
in den friihen Meiosestadien ist Stickiness, also starke Tendenz zur Ver- 
klebung und Ausbildung von Chromatinfaden zwischen den Chromo- 
somen verbreitet. In derartigen PMZ ist eine Detailanalyse der Chromo- 
somenbriiche vielfach nicht mehr méglich. 


1 Prophaseanalysen, die eine endgiiltige Entscheidung bringen kénnten, stoBen 
bei Achillea auf groBe technische Schwierigkeiten und konnten bei den infolge von 
Stickiness besonders unklaren chromosomenaberranten Formen nicht durchgefiihrt 
werden. 


Chromosoma (Berl.), Bd. 10 26 
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Besonders auffallig ist bei Sion-3, daB vor allem in starker gestérten 
PMZ die Zahl der Chromosomen vermehrt ist: Mehrfach wurde mit 
volliger Sicherheit 2n = 18+ 1, vereinzelt + 2 und im Extremfall 
+4 gezaihlt (Abb. 2c—e). Da diese intra-individuelle Aneuploidie im- 
mer nur in einzelnen, gestérten PMZ auftritt, ungestorte Schwester- 
zellen aber immer nur die Normalzahl von 2n = 18 aufweisen, kann die 
Ursache dafiir nur in Verteilungsstérungen der Chromosomen wahrend 
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Abb. 3a—e. 4. setacea (Sion-3): Stérungen der Pollenmeiose; a Anal, Verzerrung am 
Centromer eines verfriiht geteilten I; b Ana I, 2 einfache, symmetrische Bivalentbriickeu 
mit dazugehérigen Doppelfragmenten, auBerdem 2 freie Chromosomenfragmente, eines 
mit neozentrischer Aktivitit; Telo II mit persistierenden AnalI- und Ana II-Briicken 
sowie zugehérigen Fragmenten; d ,,mitotisierte‘‘ Ana II-Chromosomen nach Unterbleiben 
der Spindelbildung; e Restitutionskernbildung nach Zusammenbruch von Ana II 


der letzten prameiotischen Mitosen gesucht werden.. Die Korrelation 
zwischen somatischer Aneuploidie und spontanen Chromosomenaberra- 
tionen in bestimmten PMZ legt einen ursachlichen Zusammenhang dieser 
Stérungen bei Pflanze Sion-3 nahe. 

Ein Zusammenhang zwischen Bruchgeschehen und mangelhafter 
meiotischer Syndese ist bei Sion-3 nur angedeutet. Nur in den ,,zer- 
staéiubten‘‘ Meiosekernen ist eine klare Zunahme der Univalentfrequenz 
gegeben (Abb. 2f). 

Gegeniiber den primaren Aberrationen und Formwechselstérungen 
sowie der intra-individuellen Aneuploidie scheinen in den Meiosen der 
Pflanze Sion-3 Defekte des Spindelmechanismus nur als sekundare 
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Folgeerscheinungen aufzutreten. In den extrem gestérten PMZ mit 
,,zerstaubten‘’ Meiosekernen kommt es nicht zur Organisation einer 
Spindel sondern zur Bildung von irregularen Restitutionskernen (Abb. 2g). 

In anderen Fallen ordnen sich die Bivalente z.T. nur mangelhaft 
in die Aquatorialplatte ein, die Spindeln kénnen gekriimmt sein, mit 
halbmondformig angenaherten Spindelpolen usw. Bei PMZ, welche die 
AI und TI iiberstehen, resultieren infolge exzessiver Briicken- und 
Fragmentbildung in A II neuerlich Restitutionskerne (Abb. 3e). Nur 
in sehr vereinzelten Fallen ist der Zusammenbruch des Spindelmechanis- 
mus nicht mit Fragmentation und Briickenbildung gekoppelt. In 
solchen Fallen handelt es sich um PMZ aus Fachern mit starken 
Stérungen; die Chromosomen zeigen verringerten Spiralisationsgrad 
und ein Aussehen ahnlich wie in der Mitose. Abb. 3d demonstriert 
eine derartige AIT; hier ist die Spindelbildung unterblieben, die Chromo- 
somen sind auseinandergefallen und sehen + ,,mitotisiert‘‘ aus. 

Versucht man auf Grund der oben mitgeteilten Befunde die zeit- 
liche Aufeinanderfolge der Stérungen in-den defekten PMZ von A. seta- 
cea: Sion-3 zu erfassen, so ergibt sich folgendes Bild: 

1. Prameiotische Mitosen: irregulaére Chromosomenverteilung. 

2. Zwischen letzter prameiotischer Mitose und meiotischer Prophase: 
Chromosomen-, spater vereinzelt auch Chromatidbriiche, besonders in 
PMZ mit erhéhter Chromosomenzahl, darauffolgende Rekombinationen 
und Reunionen. 

3. Spaite meiotische Prophase bis Metaphase I: zunehmendes Auf- 
treten freier Chromosomen- bzw. Isochromatidfragmente, Sichtbar- 
werden von Reunionsfolgen: Multivalente, dizentrische Chromosomen, 
Spiralisationsdefekte, Korrosion und Stickiness der Matrix. 

4. Ana- bis Telophase I: Freiwerden vereinzelter Chromatidfrag- 
mente, Bivalentbriicken, Verklebungen, Spindeldefekte und Restitu- 
tionskernbildung in stark gestérten PMZ. 

5. Meta- bis Telophase II: weitere Briicken mit und ohne Fragmente, 
weitere Spiralisations- und Spindeldefekte, z.T. mit Restitutionskern- 
bildung. 

Diese zeitliche Verteilung 1aBt sich auch an Hand der quantitativen | 
Verteilung der Stérungen in den Phasen der Pollenmeiose ablesen. Die 
folgende Tabelle ist das Ergebnis einer Analyse von 218 PMZ aus 
2 Antheren der gleichen Bliite. Die PMZ sind nach dem Ausma8 der 
Stérungen in 3 Gruppen geteilt: (1) nicht oder kaum gestért, keine 
freien Fragmente; (2) maBig gestért, mit freien Fragmenten, Briicken. 
Multivalenten usw.; (3) stark gestért, mit zahlreichen freien Frag- 
menten, ,,zerstéubte‘’ Meiosekerne usw. Die relativ klare Trennungs- 
méglichkeit dieser Gruppen legt das Vorhandensein van entsprechenden 
Reaktionsschwellen im Stérungsablauf nahe; die stufenweise Zunahme 
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der Stérungsintensitat ist intra-individuell und modifikativ bedingt. In 
den Phasen MI bis TI wurde weiter nach Funktion bzw. Zusammen- 
bruch des Spindelmechanismus (Spi.) mit Restitutionskernbildung 
(Restk.) gegliedert. Die Angaben sind nach Meiosephasen gruppiert 
und in Prozenten abgefaBt, die tatsaichlich festgestellten Zahlen ent- 
sprechender PMZ sind in Klammern beigefiigt. Die Pfeile deuten die 
Entwicklungsrichtungen an. 


Tabelle 1 
M bis T I (136) M bis T II (38) 








Pach. (27) Diak. (17) 5 - 
Spi. normal pp, Saeekt, Spi. normal sas Satels. 











| 
(1) | 96,3% > 82,4% —» 77,2% =—————? 55,3% 


ge J da J! (os ;~—~! @ 














(2) | 3,7% —> 17,6% —> 9,6% -_______, 15,8% —> 28,9% 
(1) (3) J (13) | 29% (6) (11) 
(3) 10,3% —> (4) 1 1 
COR ar try. ote 


1 Das Defizit an stark gestérten PMZ (III) in M II bis T II beruht offensichtlich 
auf einem ,,Steckenbleiben“‘ derartiger PMZ in der Interkinese. 


Das Ausma8B der Gesamtstérungen ist bei A. setacea: Sion-3 nach 
der Tabelle mit 27,6% defekter PMZ anzugeben; nur bei 8,05% kann 
man von starken Stérungen (3) sprechen; die tibrigen PMZ und der 
aus ihnen hervorgehende Pollen ist offensichtlich weitgehend normal. Da 
sich auch schwach und maBig gestérte PMZ weiterentwickeln, ist die 
Pollenfertilitat der aberrationslabilen Pflanzen nur maBig eingeschrankt. 


2. Achillea asplenifolia 

Die meiotischen Verhaltnisse halten sich im gleichen Rahmen wie 
bei A. setacea. Bemerkenswert ist vor allem das Auftreten von stark 
heterochromatischen akzessorischen Chromosomen mit mitotischer Ver- 
‘teilungslabilitat ; dariiber wird in einer folgenden Arbeit ausfihrlicher 
berichtet werden (EHRENDORFER 1959 e). 

Nur bei 2 der 7 genauer analysierten Pflanzen aus dem noérdlichen 
Burgenland, Raum Podersdorf—Weiden, konnten schwache Stérungen 
der Chromosomenreproduktion festgestellt werden; hier kommen ein- 
zelne freie Fragmente und Anaphasebriicken vor. Die genaue Meiose- 
analyse einer Pflanze mit akzessorischen Chromosomen ergab keine 
Stérungen der Chromosomenreproduktion. Drei Pflanzen zeigen maBig 
reduzierte Syndese mit Univalenten in M I. 


8. Achillea roseo-alba 
Der Normalablauf der Meiose bei dieser hybridogenen Sippe ent- 
spricht durchaus den Verhaltnissen bei A. setacea und A. asplenifolia. 
Ebenso wie bei der letzteren Art sind in mehreren Populationen Indi- 
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viduen mit akzessorischen Chromosomen angetroffen worden (EHREN- 
DORFER 1959a,e). Ubereinstimmend ist auch die idiotypische Steuerung 
der Chiasma-Frequenz. Bei 3 der daraufhin untersuchten 8 sonst un- 
gestérten Individuen wurden unter gleichartigen Bedingungen in unter- 
schiedlicher Haufigkeit 2, in Extremfallen sogar 4 ungepaarte Chromo- 
somen gefunden (Abb. 4a). In AT teilen sich diese Univalente meist 
vorzeitig (Abb. 4b), bleiben in AIT aber grdBtenteils ungeteilt und 
werden entweder zufallsgemaB verteilt oder als ,,laggards‘‘ eliminiert, 
0 10 i 









Abb. 4a—c. A. roseo-alba (Pontebba 2—17): Verhalten der Univalente in der Meiose; 
a MetalI, b Anal, c Mikronucleus mit Zellwand in Tetradengruppe, entstanden aus 
nachhinkenden Univalenthalften in Ana/Telo II 


wobei es z. T. auch zur Bildung von Mikronuclei und eigenen Zellen 
kommen kann (Abb. 4c). Wenn in einzelnen Fallen eine zweite Teilung in 
A II zustande kommt, resultieren teilweise Verzerrungen im Centromer. 
Im Verhalten der Univalente ergeben sich also keine Unterschiede 
gegeniiber den pentaploiden Achillea-Hybriden (SCHNEIDER 1958). Als 
Beleg fiir die Syndeseverhaltnisse sei angefiihrt, daB eine Pflanze, bei 
der praktisch niemals Univalente festgestellt werden konnten, 46,7% 
Stab- und Kreuzelemente mit einem Chiasma und 53,3% Ringe mit 
2 Chiasmata aufwies; bei Pflanzen mit Univalenten ist die Chiasma- 
Frequenz z. T. wesentlich niedriger. 

Von 16 genau analysierten Pflanzen der A. roseo-alba konnten bei 
5 + starke Stérungen der Chromosomenreproduktion festgestellt werden. 
Ebenso wie bei A. setacea ist auch hier das Nebeneinandervorkommen 
von ungestérten und gestérten Individuen die Regel, wie etwa in den 
Populationen Pontebba oder Grigna bei Lecco. Auch hier kann ein 
modifikativer EinfluB ausgeschlossen werden, da die Fixierung unter 
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gleichartigen Bedingungen im Botanischen Garten der Universitat Wien 
erfolgten. Hervorgehoben werden muB, daB keines der 3 Individuen mit 
akzessorischen Chromosomen irgendwelche Stérungen der Meiose aufwies ; 
2 dieser Individuen stammten aus der Pontebba-Population, in der auch 
gestérte Pflanzen festgestellt wurden. 

Ebenso wie bei A. sefacea Sion-3 ist selbst bei skal gestorten 
Pflanzen von A..roseo-alba der Meiose-Ablauf noch bei der Mehrzahl 
der PMZ normal. Ein Vergleich der Stérungsintensitat bei verschiedenen 
Individuen muB8 sich daher auf die Quantitat der gestérten PMZ, besser 
aber noch auf die Amplitude des Stérungsgeschehens stiitzen; als Mar- 
kierungen miissen jeweils die extrem gestérten PMZ _ herangezogen 
werden. Ein solcher Vergleich zeigt, da der modifikatorisch be- 
-dingten stufenweisen Zunahme der Stérungen im Einzelindividuum 
(vgl. S.373—374) eine analoge stufenweise Zunahme der idiotypisch fest- 
gelegten Storungsamplitude bei verschiedenen Individuem entspricht: 
Bei schwach gestérten Individuen (1) reicht die Streuungsamplitude 
nur bis zu einzelnen Briicken, freie Fragmente fehlen + vollstandig; 
bei maBig gestérten Individuen (2) sind freie Fragmente bereits 
vorhanden, als Folgeerscheinungen von Reunionen sind einfache 
Briicken und Multivalente die Regel; bei stark gestérten Individuen 
endlich (3) reichen die extremen Abweichungen von Doppelbriicken, 
Auftreten von asynchronen Chromatinmassen und Restitutionskern- 
bildung bis zu_,,zerstéubten“‘ Meiosekernen. — Im iibrigen ist der 
Stérungsablauf bei A. roseo-alba recht iibereinstimmend mit den fir 
A. setacea festgestellten Verhaltnissen. Im folgenden liegt daher das 
Schwergewicht der Darstellung besonders auf gewissen Abweichungen 
und zusatzlich auftretenden Einzelkomponenten des Stérungsablaufes. 
Die Daten beziehen sich gréBtenteils auf die Pflanzen Grigna 8—2, 7—9 
und Ballabio 10—1. 

Neben dem Auftreten von freien Fragmenten sind besonders bei 
Pflanze Grigna 8—2 asynchrone, relativ lockere und keineswegs pyk- 
notisch aussehende Chromatinmassen bzw. Mikronuclei sehr auffallig 
(Abb. 5c, d; 6g, k). Ihre Isolierung erfolgt in der friihen Prophase; in 
keinem Fall konnte eine sichere Persistenz aus prameiotischen Mitosen 
belegt werden. Mit Sicherheit kénnen Cytomixis oder gar artifizielle 
Bildungen im Zuge der Praparation als Ursache fiir das Auftreten dieser 
Chromatinmassen ausgeschlossen werden. Derartige PMZ erreichen 
meist kaum die TI. ,,Zerstaéubte‘‘ Meiosekerne sind viel seltener als 
bei Sion-3 und konnten nur bei 3 von 500 PMZ (0,6%) beobachtet 
werden (Abb. 6k). Die Fragmentation erfa8t — ebenso wie bei A. seta- 
cea — meist die Chromosomenenden (Abb. 5a, b,h; 6c, k); die ent- 
sprechenden Bivalente sind asymmetrisch und heteromorph (Abb. 5d). 
Auch sonst gelten hinsichtlich Zeitpunkt der Briiche, Gré8e, Einfach- 
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und Doppelstruktur der Chromosomenfragmente sowie paarweiser Lage- 
rung und Tendenz zur Reunion von Isochromatidfragmenten (Abb. 5b, 
6k usw.) die gleichen Feststellungen wie fiir A. setacea (S.370). Die 
Abfolge vom Auftreten der Achromasien bis zur Isolation der Frag- 
mente, die sich ja hauptsachlich von der spaéten Prophase bis zur friihen 
MI abspielt, ist aus Abb.6k mit der Darstellung einer sehr stark 
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Abb. 5a—h. A. roseo-alba (Grigna 8—2): Stérungen der Pollenmeiose, Meta I; a achroma- 
tische Stelle und angeheftetes Chromosomenfragment, 8 II + 2I; b Univalent mit terminal 
abgesplittertem Isochromatidfragment, 9 II + 2I + F; ¢ verschieden groBe Chromoso- 
menfragmente (aus Univalenten) und asynehroner Mikronucleus; 8II + 2F + M-N; 
d heteromorphe Bivalente und frei Chromosomenfragmente, asynchrone Chromatinmasse ; 
e freie Chromosomenfragmente aus verschiedenen PMZ, z. T. mit neozentrischer Aktivi- 
tat der Enden; f—h Multivalentbildung, z. T. zwischen Nicht-Homologen: f IV + 7 II; 
gIV+ilIl +411 +21;hi5ll+31+2F 


geschadigten ,,zerstaéubten“’ PMZ in Diakinese gut erkennbar. Be- 
merkenswert ist hier auch die intensive Fragmentation der Nukleolus- 
organisatoren!. Unvollstandige Briiche treten in MI als Achromasien 
und angeheftete Chromosomenfragmente in Erscheinung (Abb. 5a). 
Wahrend der AI sichtbar werdende Chromatidfragmente sind ebenso 
wie bei A. setacea selten. 

Ein bevorzugtes Auftreten von Briichen an Univalenten liegt bei 
Pflanze Grigna 8—2 durchaus im Bereich der Méglichkeit (vgl. Abb. 5b, 
c,d, h; 6e). Im Gegensatz zu A. setacea Sion-3 ist hier keine deutliche 
Korrelation zwischen vermehrter Chromosomenzahl und pac ey 
in einzelnen PMZ festzustellen. 

“1 Die diploiden Arten von Achillea haben 4 SAT-Chromosomen. 
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In der spiten MI und AI ist eine terminale Zuspitzung und teil- 
weise auch spindelparallele Ausrichtung vieler freier Fragmente festzu- 
stellen, was wahrscheinlich auf neozentrische Aktivitaét bestimmter 
Fragmentenden zuriickzufiihren ist (Abb. 5e). 

Reunionen von Briichen, wohl ausschlieBlich in der meiotischen 
Prophase, fiihren auch bei den gestérten A. roseo-alba-Pflanzen zur 
Bildung von Multivalenten, dizentrischen Chromosomen und Anaphase- 
briicken. Neben den haufigen einfachen symmetrischen Bivalent- 
briicken der Al (Abb. 6d) und A II-Briicken (Abb. 6i) wurden bei 
verschiedenen Individuen in A I auch Univalentbriicken (Abb. 6e), 
doppelte symmetrische Bivalentbriicken (Abb. 6f,g,h) und einfache 
sowie doppelte asymmetrische Briicken zwischen heteromorphen Part- 
nern (Abb. 6g) festgestellt; teilweise entstehen auch Briicken zwischen 
auseinanderweichenden Multivalentgruppen (Abb. 6g). Die Univalent- 
briicken gehen aus ,,loop‘‘-Chromosomen hervor, die durch Schwester- 
chromatid-Reunionen entstehen. Die asymmetrischen Briicken sind 
Folgen von Translokationen!. 

Sehr bezeichnend sind bei Pflanze Grigna 8—2 durch Translokation 
bedingte, 3 und 4 Chromosomen umfassende Verbande (Abb. 5f, g, h), 
unter denen besonders ein eigenartiger Dreierring hervorgehoben sei 
(Abb. 5h). Die extremsten Figurationen sind hier etwa IV+ III+ 4II 
+21 (2n = 17, Abb. 5g) oder 5 III + 31 + 2 F (2n = 18, Abb. 5h). 

Terminale, briickenartige Kontakte zwischen auseinanderweichenden 
Bivalenten in AI sind nicht selten und kénnen auch mehrere Chromo- 
somenschenkel erfassen (Abb. 6a, b,f). Besonders auffallig sind sub- 
terminale und interstitielle Blockaden der Bivalenttrennung, die das 
Verbleiben der in Mitleidenschaft gezogenen Bivalente in der Aquatorial- 
platte zwischen den bereits getrennten tibrigen Elementen erzwingen 
(Abb. 6f, g). Diese Bivalente erscheinen z. T. auffallig klein und weisen 
manchmal in proximaler Position blockierte Chiasmata auf, so daB 
Formen entstehen, wie sie sonst normalerweise nie vorkommen (vgl. 
Abb. 6g, Mitte rechts). 

Defekte der Spiralisation sind bei A. roseo-alba bisher nicht festge- 
stellt worden. Stickiness der Matrix ist bei den starker gestérten Pflanzen 
+ deutlich. 

Intra-individuelle Aneuploidie in einzelnen PMZ bei Grigna 8—2 
stimmt im Erscheinungsbild mit den Verhaltnissen bei A. setacea Sion-3 
liberein, ist aber seltener. Neben haufigeren Plus-Abweichungen mit 
2n = 19—20 (Abb. 5b; 6d, e) kommen vereinzelt auch Minus-PMZ 
mit 2n = 17 (Abb. 5g, f) vor. 

1 Kine ausfiihrliche Interpretation der diversen Figurationen als Folge von 
Bruch- und Reunionsgeschehen folgt im allgemeinen Abschnitt (S. 388—390). 
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Abb. 6a—k. A. roseo-alba (Grigna 8—2: a, c, fi—k; Grigna 7—9: b, Ballabio 10—1: 4d, e): 
Stérungen der Pollenmeiose; a—h Ana (Telo) I; a doppelte terminale, briickenartige 
Bloekade und 2 vorzeitig zur Teilung ansetzende I; b einfache terminale, briickenartige 
Blockade knapp vor der Trennung; c angeheftetes Chromatidfragment; d einfache sym- 
metrische Bivalentbriicke mit Fragment, ein tiberzihliges I; e vorzeitige Teilung eines 
iiberzihligen I: Univalentbriicke mit Fragment; f 2 Bivalente mit interstitieller, ein weiteres 
mit terminaler Non-Disjunction bzw. Blockade, doppelte symmetrische Bivalentbriicke, 
Fragmente; g subterminale Blockade, einfache und doppelte symmetrische Bivalent- 
briicken, asymmetrische Briicken (Pfeile) und asynchroner Mikronucleus; h doppelte 
Bivalentbriicken, Fragmente; i Ana II-Briicke mit Isochromatidfragment; k ,,zerstéiubter“‘ 
Diakinesekern, Achromasien und Freiwerden der Fragmente, Fragmentation der 
SAT-Chromosomen (Nukleolen!), asynchrone Chromatinmassen 


Im Vergleich zu A. setacea Sion-3 ist die Tendenz zur Reduktion 
der Syndese und damit zum gehauften Auftreten von Univalenten bei 
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der stark gestérten Grigna 8—2 wesentlich deutlicher. Bei etwa der 
Halfte der PMZ wurden in M I ungepaarte, in AI meist frihzeitig geteilte 
Chromosomen festgestellt (Abb. 5a, b,d,h; 6a,f). Auffallig ist, daB 
die Univalente, ahnlich wie die Fragmente (vgl. S. 378), dfters der 
Lange nach spindelparallel ausgerichtet sind (Abb. 5a, d, g, h) und erst 
in der A I verspatet die fiir die Teilung notwendige Querlage einnehmen 
(Abb. 4b, 62). 

Spindelstérungen und Mitotisierung der Meiose wurde bei A. 
roseo-alba nicht beobachtet. Restitutionskerne als Folge ,,zerstaéubter“ 
Meiosen oder intensiver Briickenbildung in A I und II mit Entstehung 
von Monaden und Dyaden sind bei Grigna 8—2 relativ selten. 


4. Achillea asplenifolia <x A. setacea: experimentelle Hybriden 

Uber die Meiose dieser den Wildformen weitgehend entsprechenden 
Hybriden ist schon kurz berichtet worden (SCHNEIDER 1958: 117—118), 
weitere ausfiihrliche Darstellungen sind in Vorbereitung (EHRENDORFER 
1959e, f). Obwohl hier sonst nur tiber Meiosestérungen bei Wildsippen 
berichtet wird, seien als Erganzung doch einige wichtigere Daten von 
diesen experimentell hergestellten F,- und F,-Hybriden eingefigt. 

Die Karyogramme der beiden Arten unterscheiden sich nur gering- 
fiigig. RegelmaBige Folgen von Strukturheterozygotie lassen sich aus 
der Meiose-Analyse von 17 diploiden F,-Individuen nicht ableiten. Die 
fiir die Kreuzungen verwendeten Parentalpflanzen weisen in der Pollen- 
meiose keine Folgen von Chromosomenaberrationen auf. 22 der daraufhin 
untersuchten 25 F,-Pflanzen fiihren von A. asplenifolia her akzessorische 
Chromosomen. Bei 8 Individuen (7 F, + 1 F,) konnten in der Meiose 
schwache bis maéBige Stérungen der Chromosomenreproduktion festgestellt 
werden : ganz vereinzelte freie Fragmente, terminale Chromatidblockaden 
in AI sowie Briicken in AI und A II mit (bzw. ohne) Fragmente. Die 
verschiedene Frequenz dieser Stérungen bei verschiedenen Individuen 
gleicher Nachkommenschaften (A I-Briicken bei 2 Individuen ohne 
akzessorische Chromosomen 30% bzw. 2%!), eine gewisse somatische 
Labilitat der Stérungen und eine gewisse Pufferwirkung von akzessori- 
schen Chromosomen (vgl. unten) sprechen sehr dafiir, daB es sich dabei 
groBtenteils um spontane Aberrationen und nicht nur um Folgen von 
struktureller Heterozygotie der F,-Hybriden handelt. Die Méglich- 
keit einer Beeinflussung von Aberrationen durch akzessorische Chromo- 
somen ist durch eine gewisse Abhangigkeit der Aberrationen von der 
Zahl sowie somatischen Stabilitat bzw. Labilitat akzessorischer Chromo- 
somen gegeben. Von 17 Individuen zweier reziproker F,-Serien und 
5 Individuen einer zugehérigen F,-Serie, bei denen der Ablauf der 
Meiose genauer untersucht wurde, konnten Stérungen der Chromosomen- 
reproduktion nur bei den 2 Pflanzen ohne akzessorische Chromosomen 
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und bei 6 von 9 Pflanzen mit maBig bis stark labiler Zahl dieser Chromo- 
somen festgestellt werden. Bei den weiteren 11 Individuen mit + konstan- 
ten Zahlen von 2 bzw. 3 akzessorischen Chromosomen waren keinerlei 
Stérungen gegeben (vgl. S. 395 und EHRENDORFER 1959 e). 

Prameiotische -Veranderungen der Zahlen der Normalchromosomen 
wurde bei experimentellen A. asplenifolia x A. setacea-Hybriden nie- 
mals festgestellt. Nur bei 2 (von tiber 300!) F,-Keimlingen war schon 
im embryonalen Gewebe bzw. in einzelnen Keimlingswurzeln infolge 
Mitosestorungen 1 Chromosom verlorengegangen. 

AufschluBreich waren die Ergebnisse der Chromosomenzahlung bei 
208 diploiden F,-Pflanzen; 6 von ihnen zeigten 2n = 18+ 1 und eine 
2n=18+2. Diese Pflanzen sind aus Gameten mit tiberzahligen 
Chromosomen entstanden. Die Ursache dafiir liegt in der auch schon 
bei den Wildformen (8.375 ff.) beschriebenen reduzierten Syndesefrequenz, 
die sich in maBig verstaérkter Weise auch bei den Hybriden im Auftreten 
von 2—4 Univalenten zu erkennen gibt. Die durchschnittliche Frequenz 
von PMZ mit Univalenten ist 10% ; fiir EMZ liegen keine Werte vor. 
Da die aneuploiden F,-Individuen nur 3% erreichen, sind Zygoten 
mit iiberzahligen Chromosomen deutlich benachteiligt. — Entspre- 
chende aneuploide Wildformen wurden bisher auf der Diploidstufe noch 
nicht. gefunden. 

Wenn die diploiden F,-Pflanzen mit Pollen polyploider Sippen des 
A. millefoliwm-Komplexes bestéubt wurden, zeigte sich an der resultie- 
renden Nachkommenschaft (95 Individuen), daB 70% der Eizellen 
diploid, also unreduziert waren. Der dabei wirksame cytologische 
Mechanismus ist noch ungeklart. Obwohl bei den A. asplenifolia x A. 
setacea-Hybriden auf der mannlichen Seite noch keine Restitutionskern- 
bildung beobachtet werden konnte, scheint ein solcher Vorgang bei den 
Kizellen im Bereich der Moéglichkeit. 

Nur in 1,35% der F, (3 Pflanzen von 222) kommt es durch Ver- 
dopplung der Chromosomenzahl zur Entstehung von Allopolyploiden 
mit der tetraploiden Chromosomenzahl 2n = 36. 


5. Achillea crithmifolia P 
Diploide Formen. Die cytologische Analyse von 7 Individuen a 
balkanischen Populationen im Raume Peé-Pri8tina, Jugoslawien (BA 6) 
und Kozani-Veria, Griechenland (BA 22) lieferte im wesentlichen ahn- 
liche Ergebnisse wie bei den zuvor besprochenen Arten. An 2 Individuen 
wurden schwache bzw. maBige Stérungen der meiotischen Chromosomen- 
reproduktion festgestellt: so etwa bei Pflanze BA 22—2 (60 PMZ) ver- 
einzelte freie M I-Fragmente (7,3% der PMZ), AI-Briicken mit Frag- 
menten (5,3% der PMZ) und terminale Verklebungen in AI (5,3% der 
PMZ). Bei der sonst ungestérten Pflanze BA 6—3 waren in 7,0% der 
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PMZ in M I ungepaarte homomorphe Partner als Univalente festzustel- 
len; in 2 anderen Individuen der gleichen Population wurden keine 
Univalente gefunden. — Als Folge von chromosomalen Umbauten 
tritt in 2 Pflanzen aus einer Population siidlich Pri8tina, bei UroSevac 
(fix. 16 und kult. HBV: Alpinum) ein heteromorphes Chromosomenpaar 
auf, das haufig ungepaart bleibt. In den prémeiotischen Mitosen zeigen 
diese Chromosomen eine bemerkenswerte Instabilitat, so daB immer 
wieder einzelne PMZ auftreten, in denen eines oder beide dieser Chromo- 
somen fehlen oder iiberzahlig sind. Bei der sonst ungestérten Pflanze 
BA 6 — fix. 12 (Peé-Pristina : Rudnik)—ist zum Normalsatz von 9 homo- 
morphen Chromosomenpaaren ein entsprechendes, sehr verteilungslabiles 
Zusatzchromosom getreten. Damit sind Verhaltnisse gegeben, die so eng 
an den Problemkreis der akzessorischen Chromosomen bei A. asplenifolia 
und ihren Hybridderivaten heranreichen, daB eine ausfihrlichere Be- 
handlung in der entsprechenden Arbeit erfolgen soll (EHRENDORFER 
1959e). 

Triploide Form. Die autotriploide Pflanze BA 21—2 aus der diploiden 
Population Kozani-Veria zeigt eine interessante Kombination von 
Stérungen der Chromosomenreproduktion mit solchen, die aus ihrer 
Polyploidie abzuleiten sind. Gegentiber den in der folgenden Arbeit 
(EHRENDORFER 1959c) zu behandelnden orthoploiden Sippen des A. 
millefolium-Komplexes ist vor allem der hohe Prozentsatz von Multi- 
valenten hervorzuheben. 

Kine Analyse von 11 PMZ in M I zeitigte folgendes Resultat: 


AeIeIente. ob. Oa Oe BAe yl Ae ee AR 
Bivalente RS as: SRI ale ge SR: al a lege a 
Univaiente 5 5 6 4° 2°°4 "2" 4 4°°2° TV (-+8) 


Qn... . 26 26 27 27 27 27 29 29 29 30 31 (+F) 





Das ergibt ein Mittel von 5,2 Trivalenten pro PMZ. Quadrivalente 
wurden nicht beobachtet. Die Trivalente haben meist die Form von 
Ring + Stiel, daneben kommen 3strahlige und kettenformige Elemente 
vor. Die Univalente zeigen in M I teilweise auffallig ringformige Annahe- 
rung der Enden, was auf fehlerhafte Schenkelpaarung deutet (Abb. 7a). 
Sie teilen sich meist schon in A I (Abb. 7d, e). Trotz dem gegeniiber den 
Bivalenthalften deutlich verstarkten GréBenwachstum ist eine weitere 
Teilung in A II kaum méglich, wenn auch eine Zerlegung in Chroma- 
tiden vielfach schon klar erkennbar ist (Abb. 7g). Auffallig ist die oft 
deutlich spindelparallele Ausrichtung der Univalenthalften in A II. 
Infolge der Teilungsverzégerung hinken die Univalenthalften nach und 
werden in T II teils in die Tetradenkerne eingeschlossen, teils als Mikro- 


nuclei eliminiert. 
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Im einzelnen wurden folgende M II- und A II-Konfigurationen fest- 
gestellt?: 











Gruppe 1 ’ Gruppe 2 
2n (PMZ) 

II/2 1/2 IT/2 1/2. 

ll 4 ll 4 26 
11 4 ll 4 26 
12 3 12 3 27 
ll 4 12 4 27 
ll 4 12 4 27 
10 2 15 2 27 
13 2 13 2 28 














Die UnregelmaBigkeit der Chromosomenverteilung auf die Tetradenkerne 
ist demnach betrachtlich. Riickregulierung auf die Diploidstufe, aber 
auch Aufregulierung auf die Tetraploidstufe innerhalb einer oder weniger 

Cenerationen scheinen méglich; dies um so mehr, als der Pollen trotz 
aller Stérungen weitgehend normales Aussehen hat. 

’ Aus den beiden Tabellen ergibt sich weiter eine besonders starke 
intra-individuelle Aneuploidie, die — wie bei den diploiden Sippen — 
in den prameiotischen Mitosen zustande kommen muB: 18 analysierte 
PMZ haben demnach folgende Chromosomenzahlen : 


mete cc ck a ee 26 27 28 29 30 31 
Anzahl der PMZ . 4 8 1-3 1 1 


Bemerkenswert ist auch hier die verstarkte Tendenz zur Vermehrung 
der Chromosomenzahl, obgleich bred Verminderung deutlicher hervortritt 
als bei den Diploiden. 

Das Stérungsbild der Chromosomenreproduktion bei BA 21—2 ent- 
spricht dem der diploiden Sippen. In MI wurden sowohl azentrische 
(Abb. 7c) als auch.zentrische Chromosomenfragmente festgestellt. Auch 
angeheftete Chromatidfragmente kommen vor (Abb. 7d, an einem friih- 
zeitig geteilten Univalent in AI). Die Fragmente sind im allgemeinen 
von mittlerer GréBe und persistieren vielfach bis in die M II (Abb. 7f) 
und linger. PMZ mit zahlreichen Fragmenten oder gar ,,zerstaubte‘ 
Meiosen wurden nicht beobachtet. In einzelnen PMZ treten hetero- 
morphe Bivalente ohne zugehérige Fragmente auf (Abb. 7a). Andere 
Reunionsfolgen sind einfache und doppelte Bivalentbriicken in A I und 
etwas seltenere A II-Briicken; auch terminale Verklebungen kommen 
in AI vor. Translokationsmultivalente sind als solche bei der triploiden 
BA 21—2 kaum erkennbar. AuBer maBiger Stickiness wurden keine 





1 Die Zahlenangaben beziehen sich auf Chromosomen (II/2 bzw. I) und Chromo- 
somenhialften (I/2). 
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Stérungen an der Matrix oder am Spindelmechanismus, auch keine 
Restitutionskernbildung beobachtet. 

Aus der Analyse von tiber 100 PMZ aus A—TI1-+ II ergibt sich 
folgende quantitative Verteilung der Stérungen bei BA 21—2. Die 


a 





Q 
te 
8 


Abb. 7a—g. A. crithmifolia, triploide Form (Kozani-Varia, BA 21—2): Stérungen der 
Pollenmeiose; a—c Meta I, somatische Aneuploidie; a 3 III + 6 II + 51, heteromorphes 
Bivalent; b 511] + 611 + 21; c8III + 311 + 11+ F; d Anal, 4 vorzeitig geteilte I, 
eines davon mit angeheftetem Chromatidfragment; e sehr ungleiche Verteilung der Ele- 
mente in Ana lI, 15II/2+ 2 1/2—10I11I/2 + 21/2; f Meta II mit Fragmenten und vorzeitig 
geteilten Univalenten (untere Platte unvollstindig gezeichnet!); g Ana II mit 
je 4 nachhinkenden Univalenthilften 


Angaben. sind in Prozenten ausgedriickt, die tatsichlich beobachteten 
Zahlen stehen in Klammer; verschiedene Stérungen in ein und derselben 
PMZ wurden gesondert registriert: 














Tabelle 2 
A I—TI (43) |A II—T II (73) 
NORMS “PACE Te ae aes Oe ES aN ae, 69,8% (30) | 71,2% (52) 
nachhinkendeIundI/2 ......... 9,3% (4) | 20,6% (15) 
freie, nicht zu Briicken gehérige Fragmente 9.3% (4) . 
SOOM rae re ht tos and ce era a 11,6% (5) | 8,2% (6) 


1 Da die freien Fragmente aus MI—AI stammen und iiber die Interkinese 
hinweg eine gewisse Elimination erfolgt, wurden sie hier nicht nochmals gesondert 
erfaBt. 





FI 
{ 
j 
i 
A 














Phylogenie der Gattung Achillea, II. 385 
6. Weitere Arten 

Stichprobenartige Meioseanalysen liegen ferner vor von den diploiden 
Arten A. nobilis (3), A. odorata (1), A. tomentosa (2), A. coarctata (1) und 
A. grandifolia (1). Alle untersuchten Individuen haben die Grundzahl 
n = 9. — Nur bei einem Beleg von A. nobilis aus dem Raume Wirzburg 
(fix. 17) wurden maBige bis starke Storungen der Chromosomenreproduk- 
tion mit Stickiness, Fragmentation, Brickenbildung und zugeordneter 
Restitutionskernbildung sowie reduzierte Syndese festgestellt. 


D. Allgemeiner Teil und Diskussion 


1. Stérungen der Chromosomenreproduktion: 
Abnormer Formwechsel und Aberrationen 


Die Reproduktion der Chromosomen ist ein ProzeB, dessen + un- 
gestérter Ablauf nur innerhalb einer gewissen Amplitude von extra- 
und intra-individuellen Bedingungen gewahrleistet ist. Wird die Chromo- 
somenreproduktion auBerhalb dieser Amplitude gedrangt, so resultieren 
starke Labilitaét, Stérungen und schlieBlich totaler Zusammenbruch. 
Diese Stérungen kénnen experimentell-modifikativ ausgelést werden 
oder endogen bedingt sein: induzierte und spontane Chromosomen- 
aberrationen. Die Amplitude der normalen Chromosomenreproduktion 
ist je nach Idiotypus und gepriiftem Gewebe verschieden. 

Bei den bisher untersuchten diploiden Achilleen finden sich Stérun- 
gen der Chromosomenreproduktion spontan und idiotypisch gesteuert 
bei einem Teil der Individuen fast aller Populationen. Das Stérungs- 
syndrom umfaBt besonders Stickiness, verringerte Spiralisation, Non- 
Disjunction, Fragmentation, diverse Reunionsfolgen sowie zugeordnete 
Spindelabnormitaten; die Stérungen treten in labiler Auspragung in 
prameiotischen Mitosen und besonders vor und wahrend der Pollen- 
meiose in Erscheinung. 

Ein Vergleich mit der umfangreichen Literatur iber Chromosomen- 
aberrationen zeigt, daB die Chromosomenreproduktion vor und wahrend 
der Meiose ganz allgemein besonders labil ist (vgl. S.391). Das Stérungs- 
bild von Achillea.ist durchaus typisch. Weitgehende Ubereinstimmungen 
ergeben sich vor allem mit Parallelfaillen von spontanen Chromosomen- 
aberrationen in Pollenmeiosen von Matthiola (LESLEY und Frost 1927, 
Puitp und Huskrns 1931), Zea (BEADLE 1932d, 1937), Hordeum (MoH 
und Niian 1954, NyBom 1954), Hosta (AKEMINE 1940), Secale (Mtnt- 
ZING und PRAKKEN 19411), Tulipa (DARLINGTON und Upcorr 1941b), 
Trillium (SPARROW und SpaRRow 1950), Scilla (ReEs 19521), Paeonia 
(MarquaRpT 1952c!, J. L. Watters 19561), Paris (HaGa 1953b'), 
Allium (DaRLINGTON und Haque 1955!) und Gasteria (DARLINGTON und 


1 Mit ausfithrlicher Darstellung der Meiose-Irregularitaten. 
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KEFALLINOU 19571). AuBer diesen Fallen sind spontane Stérungen der 
meiotischen Chromosomenreproduktion besonders bei Formen mit man- 
gelhafter Genombalance, bei Hybriden und Apomikten sowie bei 
Inzuchtlinien festgestellt worden (vgl. S. 392—394). Prinzipielle Uberein- 
stimmungen ergeben sich weiter mit zahllosen Fallen spontaner Chromo- 
somenaberrationen in Mitosezyklen (vgl. S. 390). Ganz entsprechende 
Stérungen erfolgen durch die Anreicherung von automutagenen Sub- 
stanzen (D'AMATO und HoFFMANN-OsTENHOF 1956), vor allem aber 
auch durch die verschiedenartigsten experimentellen Eingriffe1: All- 
gemeine Verdnderungen der Umweltbedingungen (Haca 1937 c), Extrem- 
temperaturen (MaRQuARDT 1952b), verschiedenste Chemikalien (OEHL- 
KERS 1953b, GLAss 1956, MoutscHEN-DAMEN und MoutTscHEN-DAMEN 
1958), ionisierende Strahlung (DARLINGTON und LA Cour 1953, SavER- 
LAND 1956, Sax 1957; Literatur bei SPARROW, BINNINGTON und PonpD 
1958); allgemeinere Darstellungen tiber Chromosomenaberrationen fin- 
den sich bei KotiEer (1954) und Swanson (1957). Die Ubereinstim- 
mungenim Erscheinungsbild der spontanen und experimentell ausgelésten 
Chromosomenaberrationen sind erstaunlich groB, die selektive Wirkung 
der sehr verschiedenartigen mutagenen Agentien ist relativ beschrankt 
(GustTaFsson 1954; EHRENBERG, GUSTAFSSON und WETTSTEIN 1957). 
Das System der Chromosomenreproduktion kann demnach an sehr 
verschiedenartigen Punkten gestért werden, der Zusammenbruch folgt 
einem bestimmten Geleise. 


a) Einzelkomponenten des Stérungsbildes 


Matrix. Abnorme Stickiness findet sich regelmaBig in der Meiose 
der gestérten diploiden Achilleen, allerdings bei verschiedenen Indivi- 
duen in verschiedenem Ausma8. Bruchfrequenz und Stickiness erschei- 
’ nen dabei nicht streng korreliert, ahnlich wie bei den von M. 8. WaL- 
TERS (1957) beschriebenen Bromus-Hybriden. Ganz allgemein nimmt 
die Intensitaét der Stickiness von der Prophase zur Metaphase ab. Das 
Erscheinungsbild reicht von der Ausbildung einzelner Chromatinfaiden 
bis zu massiver Verklumpung. Stickiness erscheint als recht konstante 
Begleiterscheinung von Chromosomenaberrationen, sowohl von sponta- 
nen (BEADLE 1932d, Kuiinastept 1937, Mtnrzine und AxpiK 1948, 
GavL 1954b, DaRLINGTON und Hague 1955 usw.) als auch von experi- 
mentell ausgelésten (Davipson 1957 usw.). Experimentelle Befunde 
legen nahe, daB es sich hier um Stérungen des DNS-Metabolismus 
(KaurMANN und Das 1954), und zwar um Depolymerisationserschei- 
nungen (Mazra 1954, STEFFENSEN 1955) handelt. 


1 Aus der ungeheuren Literatur kénnen hier nur ganz wenige zusammenfassende 
Arbeiten genannt werden. 
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Non-Disjunction von Metaphase-Bivalenten und briickenartige Kon- 
takte in AI lassen sich bei Achillea kaum als Matrixverklebung deuten 
(vgl. S. 388). 

Nur in einzelnen Fallen wurde bei Achillea Korrosion der Metaphase- 
chromosomen festgestellt (S. 371). Entsprechende Parallelfalle werden 
etwa bei Secale- und Bromus-Hybriden beschrieben (GauL 1954b, 
M. S. WaLTERs 1957) und im allgemeinen auf defekte DNS-Versorgung 
zurickgefihrt. 

Spiralisation. Abnorm diinne, spindelige M I-Chromosomen (S. 371) 
als Folge von mangelhafter Spiralisation sind bei diploiden, chromo- 
somenreproduktiv gestérten Achilleen relativ selten. Entsprechende 
Parallelbeispiele wurden etwa von LEsLEY und Frost (1927), Kirne- 
STEDT (1937), JoHNSON (1944), Minrzine und AxKprK (1948), Dariine- 
TON und Hague (1955) und M.S. Watters (1957) beschrieben. Tiefe 
Temperaturen, ionisierende Strahlung (DaRLINGTON und LA Cour 1953 
usw.) und andere experimentelle Eingriffe haben vielfach ahnliche Wir- 
kung. Spiralisationsdefekte sind fast immer mit erhdéhter Bruchrate 
gekoppelt und beruhen vielleicht auf Reduktion der Bindungskrafte 
in der DNS. 

Hingewiesen sei auf die Bedeutung des Heterochromatins fiir die Spiralisation 
(EBERLE 1957). — UbermaBige Spiralisation und Kontraktion von Meiosechromo- 
somen (vgl. z. B. Mon und Niwan 1954) wurden bei Achillea nicht festgestellt. 

Centromer. Bei Achillea wurden bisher nur vereinzelt Verzerrungen 
am Centromer festgestellt (S. 371); sie sind als Folge von Anaphase- 
tensionen auf nachhinkende, vorzeitig geteilte Univalente in AI bzw. 
haufiger auf Univalent-Spalthalften in A II mit Dehnung und Zerrung 
der noch unvollstandig geteilten Centromerregionen zu deuten. Die 
Verhaltnisse liegen damit ahnlich wie bei Paeonia (MarquaRpT 1952c¢; 
dort Angaben iiber experimentell ausgeléste Parallelfalle). 

Vollig anderer Natur sind Briiche (,,misdivisions‘‘) im Centromer, 
die zur Entstehung von telozentrischen Chromosomen und nach Nicht- 
trennung im Centromer zur Ausbildung von Isochromosomen fiihren 
(DaRLINGTON 1939b). Diese Vorgange werden im allgemeinen als Aus- 
druck eines ,,schwachen‘‘ Centromers aufgefaBt (Lima-DE-Farta 1949b). 
Angesichts der immer wieder festgestellten Korrelationen in der Repro- 
duktion des Centromers und der Chromatiden (spontan: DARLINGTON 
und Upcotr 1941b, MarquarptT 1952c, DaRLINGTON und KEFALLINOU 
1957; experimentell: DaRLINeToN und La Cour 1953) ist das Fehlen 
von Centromerdefekten bei aberrationslabilen Achilleen bemerkenswert. 
Offensichtlich sind Stabilitaét und Labilitaét der Centromerregion auch 
sippenspezifisch stark verschieden. 

Blockade der Chromosomentrennung. Bei den bisher untersuchten 
diploiden Achilleen konnte Blockade der Chromosomentrennung in A I 


Chromosoma (Berl.), Bd. 10 27 











388 FriepRIcH EHRENDORFER: 


vielfach festgestellt werden. Wahrscheinlich handelt es sich auch bei 
den fragmentlosen A II-Briicken teilweise um solche Blockaden. Die 
Blockaden sind entweder total oder fiihren zur Bildung von schlieBlich 
durchbrechenden Briicken ; die Haftpunkte sind interstitiell, subterminal 
oder terminal (8.378). Entsprechende meiotische Blockaden sind sowohl 
spontan (BEADLE 1932d, Mtnrzina und PRakKEN 1941, Mtnrzine 
und AKDIK 1948, MarquarptT 1952c, RuTISHAUSER 1956b, M. S. WaL- 
TERS 1957 usw.) als auch experimentell ausgelést (DARLINGTON und 
LA Cour 1953, SAUERLAND 1956) aufgefunden worden. Da es sich um 
Punktreaktionen handelt und kein unmittelbarer Zusammenhang mit 
der allgemeinen Stickiness erkennbar ist, scheint die Deutung dieser 
Figurationen als Matrixverklebungen (= Kalymma-Agglutinationen: 
RESENDE und ManarTE 1951) zumindest im vorliegenden Material 
wenig wahrscheinlich. Méglich ist die Annahme von DaRLineToNn und 
Mitarbeitern (vgl. Davipson 1957, SHaw 1958), daB es sich um inter- 
stitielle, subchromatidale Bruchfolgen bzw. um terminale Chromatid- 
kontakte handelt. Eine weitere Deutungsméglichkeit ist die, daB in 
interstitieller oder terminaler Position (am Heterochromatin? Vgl. 
dazu unter anderem RUTISHAUSER 1956b und 8.398) durch mangelhafte 
Replikation der gepaarten Chromosomen die Trennung in Tochter- 
chromosomen unterblieben ist, wodurch proximale Chiasmen im Zuge 
der Terminalisierung eine Blockade erfahren. Vielleicht ist in diesem 
Zusammenhang auch die z. T. feststellbare geringe GréBe der blockierten 
Bivalente (vgl. Abb. 6f) von Bedeutung. 

Briiche und Bruchfolgen. 1. Achromatische Stellen, angeheftete und 
freie Fragmente. Fragmentation ist die wesentlichste Komponente im 
Stérungsbild der Chromosomenreproduktion bei diploiden Achilleen. 
Die Reihe: achromatische Stelle — angeheftetes Fragment — freies 
Fragment fiigt sich gut der ,,Lockerstellenhypothese“‘ von MaRQuARDT 
ein. Ahnlich wie bei Scilla (REEs 1952), Allium ascalonicum (DaRLING- 
TON und Haque 1955) und Paeonia californica (J. L. WatTERs 1956) 
tritt auch bei den untersuchten Achilleen die iiberwiegende Mehrzahl 
der Fragmente als freie Chromosomen- (bzw. Isochromatid-)Fragmente 
zwischen spater meiotischer Prophase und MI in Erscheinung. Bei 
Paeonia tenuifolia (MaRQuaRDT 1952c), Allium- und Secale-Hybriden 
(EMSWELLER und Jonzs 1938, GauL 1954b) und besonders bei Bromus- 
Hybriden (M.S. Watters 1957) ist das Schwergewicht dagegen in 
zunehmendem Ma8 auf erst in AI frei werdende Chromatidfragmente 
verschoben. Bei Achillea ist nur ein Bruchteil der Fragmente chroma- 
tidal und dann meist angeheftet. 

In Ubereinstimmung mit vielen anderen Fillen spontaner (Mar- 
QUARDT 1952c, RutTisHausER 1955, RuTISHAUSER und LA CouR 1956, 
J. L. Watters 1956, M. S. Watters 1957 usw.) und experimentell aus- 
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geléster Fragmentation (vgl. REEs 1953) und im Gegensatz zu den Ver- 
haltnissen bei Paris (Haca 1953b) erfolgen die Briiche vorwiegend 
distal und subterminal, wofiir Centromersteuerung bzw. distales Hetero- 
chromatin (wie es im Karyogramm von Achillea bei vielen Chromosomen 
ausgebildet ist) verantwortlich gemacht wird. Die Fragmente sind 
demnach meist klein und azentrisch. — Bei paarigen Isochromatid- 
fragmenten ist eine Zunahme der Reunionsrate mit der GréBe festzu- 
stellen (S.370), analog zu Verhaltnissen, wie sie schon fiir Fragmente in 
der Pollenmitose von Julipa (DARLINGTON und Urcott 1941b) be- 
schrieben wurden. 

Die Fragmente zeigen teilweise — ebenso wie tibrigens auch ein 
Teil der Univalente — maBige neozentrische Aktivitat, was in spindel- 
paralleler Ausrichtung und Sichtbarwerden von Spindelansatzpunkten 
erkennbar wird (8.378); dabei hat wohl auch das Heterochromatin 
eine gewisse Bedeutung (vgl. Lima-pE-Farra 1949b, M.S. WatrErs 1957). 

Sehr auffallig ist bei stark gestérten Pflanzen und in extrem ab- 
erranten PMZ die Desynchronisierung von friihzeitig eliminierten Frag- 
menten bzw. Fragmentmassen (S. 376). Das Erscheinungsbild erinnert 
stark an Verhiltnisse, wie sie fiir Secale und Secale-Hybriden beschrieben 
wurden (KATTERMANN 1933a, Minrzrne und PRaKKEN 1941, GavuL 
1954b). Dort soll es sich um Folgen prameiotischer Cytomixis handeln; 
fir Achillea kann diese Deutung kaum zutreffen, da entsprechende 
Chromatinmassen in friihen Prophasen nicht festgestellt werden konnten. 

2. Heteromorphe Bivalente. Bei Achillea sind solche Elemente oft 
eindeutig als unmittelbare Folge von terminalen Defizienzen erkennbar 
(S. 369). Heteromorphe Bivalente kénnen aber auch nach Translokatio- 
nen und perizentrischen Inversionen entstehen (J.L. WaLtTERs 1952), 
wobei als Folge in AI auch Briickenbildung méglich ist (vgl. S.390). 

3. Multivalentbildung zwischen Nicht-Homologen. Derartige Kon- 
figurationen sind bei stark aberrationslabilen diploiden Achilleen sehr 
bezeichnend (S.371,378ff.). Ihre Entstehung geht auf Austauschvorginge 
zwischen Nicht-Homologen zuriick, wobei Meiosepaarung zwischen den 
Austauschpartnern iiber eines bzw. beide der zugehérigen Homologen 
zur Bildung von (haufigeren) Tri- bzw. (selteneren) Quadrivalenten fihrt. 
Wegen Parallelbeispielen vgl. S. 390. 

4, Anaphasebriicken. Die mechanische Deutung der bei chromo- 
somenreproduktiv gestérten Achilleen sehr haufig auftretenden dizentri- 
schen Chromatiden in A I und A II ist ohne Prophase-Analyse erschwert. 
Wenn man die briickenartigen aber fragmentlosen Anaphase I-Blok- 
kaden weglaBt (vgl. S. 387, 388), so ergeben sich folgende Typen: 

a) Anaphase I-Briicken. Bei Doppelbriicken zwischen Bivalent- 
chromosomen, also zwischen homomorphen Partnern handelt es sich 
wohl ausschlieBlich um Chromosomen- (bzw. Doppelchromatid-)Reunio- 


27* 











390 FRIEDRICH EHRENDORFER: 


nen zwischen gepaarten Homologen. Wegen der geringen Chiasma- 
frequenz bei Achillea (je Chromosomenarm allermeist nur 1 Chiasma) 
kann die Moglichkeit von doppelten Inversionsbriicken ausgeschlossen 
werden. Bei den Einfachbriicken zwischen Bivalentchromosomen mit 
zugehorigen Fragmenten sind verschiedene Entstehungsméglichkeiten 
gegeben. Wie schon EMSWELLER und Joness (1938), besonders aber 
Haga (1953b) feststellen, mu8B bei bruchlabilen Formen immer mit der 
Entstehung derartiger Briicken als Folge von U-férmigen Chromatid- 
reunionen zwischen gepaarten Homologen gerechnet werden. Daf die 
den Briicken zugehérigen Fragmente 6fters isochromatidale Doppel- 
struktur (S. 371 ff.) aufweisen, teilweise aber auch getrennt sind, kann als 
Beweis dafiir gelten, da zumindest ein Teil der einfachen A I-Briicken 
bei Achillea auf diese Weise zustande kommt; der restliche Anteil muB 
in bekannter Weise auf parazentrische Inversionen und Crossing-over 
zuriickgefiihrt werden. A I-Briicken zwischen heteromorphen Partnern 
finden sich nur in stark gestérten PMZ und umfassen Einfach- und 
Doppelbriicken, z. T. zwischen auseinanderweichenden Multivalentgrup- 
pen (S. 378). Als mechanische Ursache kommen iiberwiegend Chromo- 
somen- und Chromatidaustauschvorgange (Translokationen) zwischen 
Nicht-Homologen in Frage. Univalentbriicken sind bei Achillea eine 
seltene Erscheinung (S.378); sie gehen auf Schwesterchromatid-Reunio- 
nen (SR) in frihzeitig geteilten Univalenten zuriick und fiihren zur 
terminalen Verkiirzung des Chromosoms. 

b) Anaphase II-Briicken. Sind zugehdrige Fragmente vorhanden, 
so handelt es sich wohl meist um Folgen von SR innerhalb von Bivalent- 
chromosomen; fehlen sie, so kommen vor allem auch SR aus zerrissenen 
A I-Briicken und Blockaden (vgl. 8. 388) als Ursache in Frage. 

Zum Vergleich mit der Fiille analoger Fille von Translokations- 
multivalenten und Anaphasebriicken mu8 hier ein Hinweis auf die 
wichtigste zusammenfassende Literatur geniigen: DARLINGTON (1937a), 
M.S. Watters (1950, 1957), MarquarpT (1952c) (spontane Aberra- 
tionen) bzw. DARLINGTON und La Cour (1953) und Lza (1955) (indu- 
zierte Aberrationen). 


b) Dynamik und Amplitude der Stérungsphase 

Spontane Chromosomenaberrationen sind in recht auffalliger Weise 
auf bestimmte Phasen der Individualentwicklung und Gewebedifferen- 
zierung konzentriert. Bei der Samenkeimung ist ganz allgemein eine 
Zunahme der spontanen Aberrationen mit zunehmendem Samenalter 
und eine Abnahme mit fortschreitender Gewebedifferenzierung festzu- 
stellen (NicHots 1941, Kato 1955). Als auslésendes Agens kommen 
dabei vor allem automutagene Stoffwechselprodukte in Frage (pD’AMATO 
und HorrMaNnn-OsTENHOF 1956). Eine weitere Konzentration von 
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spontanen Aberrationen ist in der reproduktiven Phase gegeben: in 
den prameiotischen Mitosen (vgl. 8. 391), in der Meiose (vgl. S. 385), 
in den Pollenmitosen (GiLEs 1940a, 1941a; Dartinetron und Urcorr 
1941b, SpaRRow und Sparrow 1950 usw.),im Tapetum und Endo- 
sperm (Brock 1955, RuTISHAUSER 1956b, c usw.). In den verschiedenen 
Abschnitten dieser Phase diirfte vor allem die Koppelung von kom-. 
plexen Differenzierungsvorgiangen mit Veranderungen im DNS-Stoff- 
wechsel (SERRA 1947, BracuEet 1957) eine vermehrte Labilitat der 
Chromosomenreproduktion bedingen; dazu kommen noch die intensive, 
aber zeitlich begrenzte physiologische Aktivitét und die teilweise an- 
orthoploide Struktur von Tapetum und Endosperm. 

Besonders auffallig ist bei den Stérungen der Meiose diploider 
Achilleen die extreme intra-individuelle Labilitét des Storungsaus- 
maBes. Da8 hierfiir physiologische Gradienten verantwortlich sein 
miissen, zeigen etwa die Angaben von Rexs (1952) und DaRLINeToN 
und Haque (1955) tiber die Abhangigkeit des StérungsausmaBes von 
der Lage der PMZ im Pollenfach. Noch extremere Verhaltnisse sind 
bei zweikernigen PMZ von Avena (HoLpEN und Mora 1956) und 
Antirrhinum (RIEGER und MicHaELis 1958) gegeben, wo der eine der 
Schwesterkerne Chromosomenbriiche und Degeneration, der andere Nor- 
malverhalten zeigt; diese Verhaltnisse kénnen nur durch Differential- 
steuerung des Plasmas auf engstem Raum bedingt sein. 

Kindeutige Belege fiir spontane Fragmentation in prameiotischen 
Mitosen, wie sie aus Antheren (MiNTzING und PRAKKEN 1941, REEs 
1952, 1955; DarLiNetron und Haque 1955) und Ovulargewebe (Kura- 
BAYASHI 1952a) angegeben werden, liegen bei Achillea bisher nicht vor. 
In friihen Prophasen konnten hier bisher keine freien Fragmente oder 
Mikronuclei festgestellt werden, doch belegt die unregelmaBige Chromo- 
somenverteilung vor der Meiose und die intra-individuelle Aneuploidie 
in den PMZ auch fiir Achillea die physiologische Labilitaét dieser Phase. 
Auch die Réntgenempfindlichkeit der prameiotischen Mitosen ist be- 
sonders hoch (SAUERLAND 1956). 

Auf Grund des Uberwiegens von Chromosomen- bzw. Isochromatid- 
fragmenten und -reunionen sowie wegen des Vorkommens von Chromatid- 
reunionen zwischen gepaarten Homologen muB geschlossen werden, daB 
die Briiche und darauffolgenden Reunionen nach der letzten prameioti- 
schen Mitose erfolgen, und zwar hauptsachlich vor und wahrend der 
prophasischen Chromatidverdoppelung der Meiose. Dieses zeitliche Zu- 
sammenfallen mit der kritischen Vorbereitungs- und Hauptphase der 
meiotischen DNS-Reduplikation! und des Crossing-over ist bemer- 
kenswert und findet sich bei vielen Fallen spontaner Chromosomen- 


1 Man vergleiche dazu auch die entsprechenden experimentellen Daten von 
Sparrow (1951), THopay (1954) und SavERLAND (1956). 
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briiche!. — Auf die weitere zeitliche Aufeinanderfolge der zugeordneten 
Stérungen von den spateren Prophasen bis zur Tetradenbildung wurde 
bereits hingewiesen (S. 373). 

Die Ansatze zu einer quantitativen Erfassung der Aberrationen bei 
Achillea lassen gewisse Riickschliisse zu auf eine etappenweise Zunahme 
der Intensitét der Stdrungen beim Vergleich verschiedener PMZ im 
Einzelindividuum (S.373) bzw. beim Vergleich des Stérungsausmafes 
verschiedener Individuen (S. 376). Der ersten Alternative entsprechende 
Verhaltnisse schildern auch Dartineton und Upcort (1941b) sowie 
SPARROW und CHRISTENSEN (1950). Diese Verhaltnisse sind offenbar 
auf Schwellenreaktionen im Kern-Plasmasystem zuriickzufiihren und 
kénnen vielleicht folgenden Etappen zugeordnet werden: normal bis 
zu lokaler Bruchlabilitét (Phase 1), Schwergewichtsverschiebung von 
Restitutionen zu Reunionen (Phase 2) und schlieBlich Zusammenbruch 
der Reunionsfahigkeit und der Chromomerenbindungen (Phase 3). Im 
Zusammenhang mit dem Versuch einer derartigen Deutung der Stérungs- 
phasen sei hingewiesen auf die fiir effektive Bruchauslésung notwendigen 
,,Nachbareffekte‘‘ (MULLER 1956) (1), auf die relative Unabhangigkeit von 
Bruch-Restitutionsvorgéngen einerseits und Bruch-Reunionsvorgangen 
andererseits im Experiment (Lea 1955, Swanson 1957) und auf die 
vom Diplotén zur M I stark abnehmende Reunionsfahigkeit (DESCHNER 
und SpaRROw 1955) (2). Phase 3 ist im speziellen Teil als ,,zerstaubt“ 
beschrieben worden; entsprechende Extremstérungen finden sich spon- 
tan (Haca 1937c, Regs 1952, MarquarpT 1952c, J. L. Watters 1956) 
und lassen sich durch Beeinflussung der Nukleoproteid-Makromolekiil- 
bindungen auch experimentell herbeifiihren (Mazra 1954). 


c) Idiotypische Steuerung der Stérungen 

Die Vielfalt der experimentellen Eingriffe, durch welche Stérungen 
im Formwechsel und der Reproduktion der Chromosomen ausgelést 
werden kénnen, 1aBt es verstandlich erscheinen, da8 auch bei den spon- 
tanen Stérungen in analoger Weise sehr verschiedenartige idiotypische 
Auslésemechanismen mit verschiedenartigen Angriffspunkten wirksam 
werden. Uberblickt man die bisher bekannten Fille spontaner Stérun- 
gen der Chromosomenreproduktion, so fallt eine deutliche Konzentra- 
tion bei Gattungs- und Arthybriden auf. Bei héheren Pflanzen waren 
etwa zu nennen diploide Hybriden von Alliwm (EMSWELLER und JONES 
1938) und T'radescantia (Gitzs 1940a, 1941la), eine Gattungshybride 
der Compositae-Cichorieae mit verschiedener Chromosomengrundzahl 


1 Das Uberwiegen von Chromatidfragmenten bei einigen Fallen spontaner Ab- 
errationen (S. 388) bedeutet keineswegs mit Notwendigkeit ein spateres Einsetzen 
der Bruchvorgange, sondern kann ebensogut auf spiterem Einsetzen der Restitu- 
tions- bzw. Reunionsvorginge beruhen (vgl. dazu auch SaAUERLAND 1956). 
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der Ausgangssippen (ONO 19561), polyploide Hybriden innerhalb der 
Gramineae-Hordeae zwischen den Gattungen Secale, Triticum, Agro- 
pyron, Elymus und Hordeum (KATTERMANN 1933a, LiLJEFors 1936, 
CoopeR und Brink 1944, Sresprins und Srneu 1950, Gaunt 1954b) 
und bei Bromus (M.S. WALTERS 1950, 1957), triploide Hybriden von 
Gladiolus (JoNES und BamrorpD 1942) und Avena (HoLDEN und Mota 
1954) und Hybrid-Endosperme bei Paris und Trillium (RuTISHAUSER 
19551, 1956b!; RutisHausER und LA Cour 19561) sowie bei Lilium 
(Brock 1954), ferner als zoologische Beispiele etwa Triton- und Heu- 
schreckenhybriden (BOEHRINGER 19381, Kiinastept 1937). — Auch bei 
unseren experimentellen A. asplenifolia x A. setacea-Hybriden (S. 380) 
ist eine gewisse positive Beeinflussung der Rate und Intensitat der 
Aberrationen als Folge der Hybridnatur erkennbar. 

Die Falle von spontanen Chromosomenaberrationen bei Hybriden 
von Sippen mit verschiedener Chromosomenzahl leiten iiber zu einer 
2. Gruppe, bei der verstirkte Stérungen der Chromosomenreproduktion 
nur mit Haploidie (RiEGER 1958) bzw. Anorthoploidie, etwa Triploidie 
(McCiiIntTock 1929a; Lustey und Lestey 1929; Ginzs 1940a, 1941 a) 
gekoppelt sind. Chromosomenaberrationen entstehen bei solchen For- 
men besonders durch illegitime Paarung und Crossing-over (McCLIN- 
TOCK 1933, SEARS 1939a, Love 1940b). — Zu dieser Kategorie von ab- 
erranten Formen kann auch unsere autotriploide A.crithmifolia (S.381) 
gestellt werden. — Erhéhte spontane Bruchraten wurden ferner im 
Endosperm bei Anwesenheit von tiberzihligen Normalchromosomen 
(Brock 1955) bzw. akzessorischen Chromosomen (RUTISHAUSER 1956 b?) 
und an einem bestimmten Chromosom einer triploiden Hybride (HA- 
KANSSON 1950) beobachtet. 

Spontane Stérungen der Chromosomenreproduktion finden sich 
ferner bei vielen Apomikten, die ja meist hybridogen entstanden und 
vielfach anorthoploid oder aneuploid sind und die durch derartige 
Stérungen keine FertilitaétseinbuBen erleiden (vgl.dazu etwa Brre- 
MANN 1935, GENTCHEFF und GusTAFssON 1940b und die zusammen- 
fassende Darstellung von Gustarsson 1946/47). 

Ganz allgemein wurde bei chromosomenaberranten Hybriden und 
Formen mit mangelhafter Genombalance festgestellt, daB selbst Schwe- 
sternpflanzen starke Unterschiede im Ausma8 der Stérungen aufweisen, 
wofiir nur eine Abhangigkeit der Stérungsintensitét von der Erbkonsti- 
tution verantwortlich sein kann (vgl. dazu etwa M. S. Warters 19578). 

1 AusschlieBliche oder iiberwiegende ‘Fragmentation der vaterlichen Chromo- 
somen im fremden miitterlichen Plasma der F;. 

2 Uber gegenteilige Pufferwirkung iiberzahliger Chromosomen vgl. S. 395. 

3 Man vergleiche dazu auch die intra-individuelle Steigerung der Bruchfrequenz 


in aneuploiden PMZ von A. setacea Sion-3 (S. 372) im Vergleich zu den + neutralen 
Befunden bei A. roseo-alba Grigna 8—2 (S. 377). 
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Hybriditat und mangelhafte Genombalance wirken also in bestimm- 
ten Fallen nur als_ ,,Verstarker‘‘ von idiotypischen Stérungsfak- 
toren. Damit in Ubereinstimmung steht die Tatsache, daB spontane 
Chromosomenaberrationen vielfach nur durch genische (bzw. auch plas- 
matische) Steuerung ausgelést werden. Kinfache, meist rezessive Allele 
sind etwa bei Stickiness von Mais (BEADLE 1932d, 1937), bei Hordewm 
(MoH und Nizan 1954, NyBom 1954), bei Matthiola (LEsLEY und Frost 
1927, Pumte und Husxrys 1931) und bei Lathyrus odoratus (Upcotr 
1937b) festgestellt worden. Komplexer sind das Ac—Ds- (bzw. Modu- 
lator-)System beim Mais, wo eine lokalisierte Bruchsteuerung tiber 
bestimmte Heterochromatin-Loci erfolgt (McCiintock 1953, 1956) so- 
wie Bruchvorgange im w**-Chromosom von Drosophila (HInToN 1957). 
Polygen gesteuert ist die Bruchlabilitaét an einem bestimmten Chromo- 
som einer Secale-Linie (REES und THompson 1955). Bei Allogamen 
kommt es durch Inzucht zur Anhaufung genetischer Steuerfaktoren 
fiir Chromosomenaberrationen und korrelierte Stérungen; je nach dem 
Ausgangsmaterial ist dabei Intensitaét und Charakter des Stérungs- 
bildes verschieden : Secale (LAMM 1936; Mintzine und AKpik 1948; REEs 
1955, 1957), Alopecurus (JOHNSON 1944a), Bromus (NIELSEN 1956) u. a. 

Die idiotypische Steuerung der Chromosomenaberrationen erfolgt 
anseheinend meist durch + direkte Beeinflussung der Chromosomen- 
reproduktion, seltener + indirekt und unter gleichzeitiger Desynchroni- 
sierung der Meioseprozesse (UpcotT 1937b, GENTCHEFF und GusTAFs- 
son 1940b, Rexs 1952, DartinetTon und Haque 1955). 

Fiir die besprochenen diploiden Arten von Achillea kann zusammen- 
fassend festgestellt werden, daB in allen niher daravfhin untersuchten 
Populationen neben normalen Individuen auch solche mit spontanen 
Chromosomenaberrationen und zugeordneten, aber nicht mit Desyn- 
chronisierung im Zusammenhang stehenden Meiosestérungen vorkom- 
men (27,9%!). Die Intensitét des Stérungsbildes unter gleichen Umwelt- 
bedingungen ist von Individuum zu Individuum stark verschieden. Bei 
experimentell hergestellten Hybriden finden sich solche Abstufungen 
der Stérungsintensitaét selbst bei Schwesterpflanzen. Daraus sind fol- 
gende SchluBfolgerungen beziiglich der idiotypischen Steuerung der 
Meiosestérungen bei diploiden Achilleen méglich: 

1. Formwechsel und Reproduktion der Chromosomen in der gene- 
rativen Phase kénnen durch idiotypische Faktoren + direkt und ver- 
schieden stark gestért sein. 

2. Die Stérungsfaktoren werden — zumindest bei den diploiden 
Wildpopulationen — ohne Beteiligung unausgeglichener Genombalance 
oder unmittelbar vorhergehender Hybridisierung wirksam. 

3. Bei experimentellen Hybriden ist die Wirkung der Stérungs- 
faktoren gegeniiber den Parentalpflanzen verstarkt. 
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4. Die Stérungsfaktoren sind nicht ausschlieBlich plasmatisch son- 
dern tiberwiegend’ oder ausschlieBlich genisch (bzw. kryptostrukturell) 
bedingt. 

5. Die Abstufungen der Stérungsintensitaét machen eine genetisch 
+ komplexe Wirkungsweise der Stérungsfaktoren wahrscheinlich. 

6. Die Stérungsfaktoren sind als ,,Mutatorgene‘‘ Normalbestandteile 
des Genreservoirs der Populationen diploider Achilleen. 


Als Gegensatz zu den Faktoren, welche Chromosomenaberrationen 
fordern, soll abschlieBend kurz auf das mégliche Vorhandensein von 
Pufferfaktoren hingewiesen werden. Bei den untersuchten Arten von 
Achillea sind im Hinblick auf allfallige Zusammenhange mit stark 
heterochromatischen akzessorischen Chromosomen (EHRENDORFER 1959 e) 
folgende Daten anzufiihren: 1. Von 43 genauer analysierten Individuen 
diploider Wildformen wurden bei 12 (27,9% ) Chromosomenaberrationen 
festgestellt. Bei 7 Individuen (16,3%) mit akzessorischen Chromosomen 
aus dem gleichen Material fehlen Aberrationen. 2. Bei 22 F,- und F,- 
Pflanzen aus A. asplenifolia x A. setacea (davon 2 ohne und 20 mit 
akzessorischen Chromosomen) finden sich schwache bis maBige Ab- 
errationen nur bei den beiden Pflanzen ohne akzessorische Chromosomen 
und bei 6 von 9 Pflanzen mit maBig bis stark labiler Zahl von akzesso- 
rischen Chromosomen. 11 Individuen mit + stabilen Zahlen von 2 (bzw. 3) 
akzessorischen Chromosomen zeigen keine Aberrationen (vgl. S. 380). 
Wie in der oben angekiindigten Arbeit gezeigt werden soll, sind in 
dieser experimentellen Hybridpopulation verschiedene cytologische, 
genetische und selektive Faktoren wirksam, um Individuen mit der- 
artigen stabilen Zahlen (besonders 2) von akzessorischen Chromosomen 
zu fordern. — Auf Grund dieser Daten darf wohl vermutet werden, daB 
bei Achillea stark heterochromatische akzessorische Chromosomen in 
stabiler Zahl eine gewisse Pufferwirkung gegen Stérungsfaktoren der 
Chromosomenreproduktion ausiiben, wobei vielleicht das Balancesystem 
Eu-/Heterochromatin! beteiligt sein kénnte. — Einen analogen Fall der 
Pufferwirkung eines tiberzahligen, stark heterochromatischen Nukleolen- 
chromosoms gegen Réntgenauslésung von Aberrationen beschreibt Lé. 
Cour (1953); weitere entsprechende Daten und Belege fiir den positiven 
Einflu8 iiberzihliger heterochromatischer Nukleolusorganisatoren auf 
die Restitutionsrate bringt McLztsn (1955). Hingewiesen werden mu8 
allerdings auch auf scheinbar entgegengesetzte Wirkung von akzessori- 
schen Chromosomen im ftriploiden Endosperm von Trillium (Rutis- 
HAUSER 1956b). ; 


1 Von Bedeutung sind in diesem Zusammenhang auch die Angaben von Lone- 
LEY (1938) und Lin (1955) iiber die Relation von akzessorischen Chromosomen 
und heterochromatischen ,,knobs‘‘ bzw. NukleolengréBe und RNS-Gehalt bei Mais. 











396 FrrepricH EHRENDORFER: 


2. Spindelstérungen und Restitutionskernbildung 


Spindelstérungen spielen in der Pollenmeiose der untersuchten 
diploiden Achillea-Arten nur eine sehr untergeordnete Rolle. Sie treten 
als Folge von aligemeinem zellphysiologischen Zusammenbruch nur 
in extrem aberrationslabilen Pflanzen und hier wiederum fast aus- 
schlieBlich in PMZ mit starker Fragmentation auf (8.372). Der Gegen- 
satz zwischen diesen seltenen, abhangigen, ,,sekundaren‘‘ Spindelstérun- 
gen bei den Diploiden und den relativ haufigen, + autonomen, ,,pri- 
maren“‘ Spindelstérungen bei den Polyploiden, wo Chromosomen- 
aberrationen praktisch vollstandig fehlen (EHRENDORFER 1959 c) muB 
schon hier herausgestellt werden. — Aus der Fille ahnlicher ,,sekun- 
darer“ Falle sei etwa auf die Koppelung von spontanen Aberrationen 
mit Spindelabnormitaten bei Pflanzen (Haca 1937c, Mtnrzine und 
AxKpIK 1948, Ress 1952, DaRLineTon und Haque 1955, Brock 1955, 
M.S. Watters 1957) und Tieren (KLINGsTEDT 1939) sowie auf ent- 
sprechende Parallelen bei experimenteller Bruchauslésung (DaRLING- 
TON und LA Cour 1953) hingewiesen. 


Mitotisierung der Meiosechromosomen — bei Achillea nur ganz ver- 
einzelt als Folge von Desynchronisierung bzw. Ausfall des Spindel- 
mechanismus beobachtet (S. 373) — ist besonders bei Apomikten 
haufig (vgl. dazu etwa BERGMANN 1935, GENTCHEFF und GUSTAFSSON 
1940b). 

Die Restitutionskernbildung in den Pollenmeiosen ist bei diploiden 
Achilleen ausschlieBlich als Folge von extremen Bruchstérungen in 
Diakinese bis M I bzw. als Folge exzessiver Briickenbildung, Anhaufung 
von , laggards‘ und reduzierter Spindelaktivitét zu betrachten. 

Der hohe Prozentsatz von unreduziert funktionierenden Eizellen bei 
Bestéubung von diploiden Hybridpflanzen mit Pollen polyploider Vater- 
pflanzen (vgl. S. 381 sowie EHRENDORFER 1959e, f; Parallelbeispiele bei 
TISCHLER 1953—1957, 541 ff.) ist wohl nicht auf eine derartige, durch 
Stérungen der Chromosomenreproduktion bedingte Restitutionskern- 
bildung zuriickzufithren, da in den Nachkommenschaften keine Folgen 
von Bruchvorgangen festgestellt werden kénnen. 


Die seltenen, aus der F, von A. asplenifolia x A. setacea spontan 
entstandenen Allopolyploiden (S. 381) sind wegen des praktisch voll- 
standigen Fehlens funktionsfaihiger diploider Pollenkérner mit gréBter 
Wahrscheinlichkeit durch zygotische Chromosomenverdoppelung ent- 
standen. 

Einzelheiten iiber Auftreten von Wildsippen und Hybriden mit unreduzierten 
Eizellen, tiber entsprechende Steuerfunktionen akzessorischer Chromosomen und 


iiber die Entstehung der Polyploiden bei Achillea sollen in folgenden Arbeiten 
(EHRENDORFER 1959e, f) dargestellt werden. 
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3. Intra-individuelle Anewploidie 

Als intra-individuelle Aneuploidie! wurde im speziellen Teil die 
Inkonstanz der Zahl der Normalchromosomen innerhalb des Einzel- 
individuums bezeichnet, wobei alle mit Vervielfachung ganzer Chromo- 
somensatze zusammenhangenden Phinomene (Polysomatie) auszuschlie- 
Ben sind. Intra-individuelle Aneuploidie kann offensichtlich sehr ver- 
schiedenartige Ursachen haben. Wenn die z.T. noch unklaren, aber 
anscheinend recht haufigen zoologischen Beispiele (unter anderem mit 
zentrischem Zerfall bzw. Fusion der Chromosomen) und die Sonder- 
gruppe der akzessorischen Chromosomen unberiicksichtigt bleiben, so 
diirften sich die bisher bekannten, + eindeutigen und spontanen Fille 
bei héheren Pflanzen 2 Hauptgruppen zuordnen lassen: 1. Erscheinungs- 
bild: Oszillation, vielfach aber extreme Veranderungen der Chromo- 
somenzahl, und zwar iiberwiegend Reduktion, z.T. mit Hervortreten 
der Grundzahlen, so daB der Eindruck einer Genomsonderung entsteht; 
keine Koppelung mit Chromosomenaberrationen; in vegetativen und 
generativen Geweben; auslésendes Agens ist iiberwiegend ein defekter 
Spindelmechanismus, besonders gespaltene und mehrpolige Spindeln; 
fast ausschlieBlich bei Polyploiden, besonders bei jungen, experimentell 
hergestellten Typen. 2. Erscheinungsbild: nur maBige Oszillation der 
Chromosomenzahl, eher mit Tendenz zur Vermehrung der Chromo- 
somen; meist mit Chromosomenaberrationen gekoppelt; besonders in 
generativen Geweben (z. B. in prameiotischen Mitosen); auslésendes 
Agens ist tiberwiegend Non-Disjunction einzelner Chromosomen; bei 
Diploiden aber auch Polyploiden, oft bei Hybriden. — Als Beispiel fiir 
spontane intra-individuelle Aneuploidie, vor allem aus der neueren 
Literatur mégen angefiihrt werden fiir Gruppe 1: Vaarama (1949), 
Sacus (1952a), Quapt (1955), Snoap (1955a), Brirron und Hui 
(1957), Mtnrzrna (1957), GorrscHaLK (1958); fiir Gruppe 2: LESLEY 
und Frost (1927), BEADLE (1932d, 1937), BERGMANN (1935), MtnTzine 
und PrakKEN (1941), Ménwrzmne und AxKprk (1948), ONo- und Sakatr 
(1952), Skanska (1954), Kato (1955), RutisHausER (1956b). Zwi- 
schen Gruppe 1 und 2 vermitteln einige Polyploide, wozu man etwa die 
folgenden Arbeiten vergleiche: JonEs und Bamrorp (1942), HEawoop 
und Hoven (1958) sowie Pontent (1958). — Die intra-individuelle 
Aneuploidie bei diploiden (und triploiden) Achilleen gehért als typisches 
Beispiel zu Gruppe 2. Die verallgemeinernden Hypothesen von SHARMA 
und SHarmMa (1957) iiber intra-individuelle Aneuploidie erweisen sich 
zumindest hier als unzutreffend. 

Fiir die Frage nach den Ursachen der intra-individuellen Aneuploidie 
in PMZ von Achillea ist wesentlich, daB hier Spindeldefekte und Ent- 


1 In der Literatur findet sich vielfach der wenig passende Begriff ,,somatische“ 
Aneuploidie. 
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stehung iiberzahliger telozentrischer Chromosomen ausgeschlossen wer- 
den kénnen; die naheliegendste Ursache ist demnach Non-Disjunction 
von Einzelchromosomen in prameiotischen Mitosen. Entsprechende 
Vorgange in der Meiose konnten auch unmittelbar beobachtet werden 
(S. 378). Die Blockadepunkte liegen in: den Chromosomenschenkeln 
bzw. terminal, das Centromer zeigt Normalverhalten. 

Das Stérungssyndrom Chromosomenaberrationen — Non-Disjunc- 
tion — intra-individuelle Aneuploidie (II) 148t sich auch experi- 
mentell auslésen (vgl. dazu etwa KAUFMANN und Das 1955, Jarn 1957). 
Entsprechende Effekte bei Kaltebehandlung zeigen, daB dabei vielfach 
als heterochromatisch gedeutete Differentialsegmente beteiligt sind 
(DARLINGTON und LA Cour 1940, GzITLER 1940c, SHaw 1958). Hine 
gleichartige Rolle des Heterochromatins wird fiir die spontane Non- 
Disjunction bei Drosophila (Hinton 1957) und Trillium (RUTISHAUSER 
1956b) angegeben. In derselben Linie liegen die vielen Befunde an 
heterochromatischen akzessorischen Chromosomen, bei denen Non-Dis- 
junction und intra-individuelle Aneuploidie — vielfach auf bestimmte 
Gewebe und Zelltypen beschrinkt — besonders haufig sind. Da auch 
die stark heterochromatischen akzessorischen Chromosomen bei Achillea 
vielfach gerade in den prameiotischen Mitosen besonders starke Non-Dis- 
junction und intra-individuelle Aneuploidie zeigen (EHRENDORFER 1959e), 
darf hinsichtlich der Normalchromosomen auf ahnliche Ursachen ge- 
schlossen werden. Ob die Non-Disjunction allerdings durch lokalisierte 
Stickiness oder eher durch subchromatidale Briiche bzw. mangelhafte 
Chromatidenreplikation bedingt ist (vgl. 8.388) und inwieweit dabei 
auch eine Steuerfunktion des Centromers mitbeteiligt ist, das bleiben 
vorlaufig noch ungeléste Fragen. — Hinsichtlich der Tendenz zur Ver- 
mehrung der Chromosomenzahl in den PMZ somatisch instabiler Pflan- 
zen mu8 auf Zellkonkurrenz zugunsten von Pluszellen und (oder) 
auf indquale Verteilung von nachhinkenden Elementen in den Differen- 
zierungsteilungen zwischen Tapetum und PMZ geschlossen werden. 


4, Stérungen der meiotischen Chromosomenpaarung 


Bei den diploiden Achilleen ist ein Zusammenhang zwischen Stérun- 
gen der Chromosomenreproduktion und mangelhafter Bivalentbildung 
nur angedeutet und einseitig, in der Weise, da8 nur bei einem Teil der 
chromosomenreproduktiv gestérten Pflanzen eine merkliche Reduktion 
der Chromosomenpaarung und vermehrte Univalentbildung feststellbar 
ist (S.379). Das steht im Gegensatz zu einigen anderen spontanen Fallen, 
bei denen tiber Defekte der Synchronisierung der Meioseprozesse viel 
engere Relationen zwischen Aberrationen und mangelhafter Paarung 
(Asynapsis bzw. Desynapsis) vorliegen. 
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Die Stérungen der meiotischen Chromosomenpaarung auBern sich 
bei Achillea in einer reduzierten Chiasma-Frequenz und damit korrelier- 
tem Auftreten von bis zu 10% PMZ mit 2 (sehr selten 4) desynaptischen! 
Univalentchromosomen bei etwa 30—40% der Individuen aller gepriif- 
ten Wildsippen; das entspricht in der GréBenordnung etwa den Ver- 
haltnissen bei Paeonia japonica (HaGa und Oeata 1956). Bei experi- 
mentellen Hybriden ist die Univalentrate — zumindest bei unseren 
Wiener Linien — nur maBig erhéht. Als Folge treten Individuen mit 
1 bzw. 2 zusatzlichen Chromosomen auf (S. 381), wie sie allerdings in 
Wildpopulationen bisher noch nicht aufgefunden werden konnten. 

Aus dem Nebeneinandervorkommen von normalen Individuen und 
solchen mit + stark ausgepragter Desynapsis mu8 — ahnlich wie fir 
die Chromosomenaberrationen (S. 392 ff.) — auf idiotypische Steuer- 
faktoren und ihre weite Verbreitung als Normalbestandteile des Gen- 
reservoirs bei den Populationen diploider Achilleen geschlossen werden. 


— ee oP aa 


Diese Tatsache ist vor allem fiir ein Verstaéndnis der Chromosomenpaarung 
bei den polyploiden Achillea-Sippen mit fehlender oder stark reduzierter Multi- 
valentbildung von Bedeutung (EHRENDORFER 1959c, d) und wird in einer folgenden 
Arbeit (1959f) ausfiihrlich diskutiert werden. 


5. Versuch einer urstchlichen Deutung des Stérungsbildes 


Das gesamte Stérungsbild der Pollenmeiose bei diploiden Achilleen 
wird durch zwei, nur geringfiigig miteinander in Beziehung stehende 
Stérungssyndrome bestimmt: I. Gesenkte Chiasma-Frequenz — Uni- 
valentbildung — aneuploide Nachkommenschaft, II. Stérungen der 
Chromosomenreproduktion : abnormer Formwechsel und Aberrationen — 
zugeordnete Spindelstérungen und Restitutionskernbildung — Non- 
Disjunction und intra-individuelle Aneuploidie. Diese beiden Stérungs- 
syndrome sind offensichtlich idiotypisch gesteuert und von grundlegen- 
der Bedeutung fiir den phylogenetischen EntfaltungsprozeB der diploiden 
und polyploiden Achillea-Populationen (vgl. EHRENDORFER 1959d, f). 

Wie die Befunde bei Achillea und die Literaturangaben iiber spontane 
und induzierte Stérungen der Chromosomenreproduktion zeigen, muB 
das Stérungssyndrom IT auf Defekte im Eu- und Heterochromatinsystem 
und weiter wahrscheinlich auf Defekte im DNS-Metabolismus zuriick- 
gefiihrt werden (vgl. dazu die Literaturangaben iiber spezifische DNS- 

‘ Gifte bei Bracnret 1957). Im Stérungsgeschehen spielen dabei offen- 
4 sichtlich heterochromatische Chromosomenabschnitte eine wichtige 
Rolle, was oben schon fiir Spiralisation (S.387), Non-Disjunction (8.398) 


1In der Prophase konnten bisher nur gepaarte Chromosomen festgestellt 
werden; die Univalente zeigen in der Metaphase vielfach noch ganz deutliche 
Lagebeziehungen zueinander (vgl. SCHNEIDER 1958). 
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und auch fiir die Bruchsteuerung (S. 394) angedeutet wurde. Als Er- 
ganzung sei hier nur hingewiesen auf die héhere Bruch- (bzw. geringere 
Restitutions-)Rate im Heterochromatin nach experimenteller Bruch- 
auslésung (KNaPP und HorrmMann 1939, Hertz 1940, Hannan 1951, 
McLezisH 1954, Gudss 1956, Knyit 1958), die spontanen Falle von 
Bruchsteuerung im Heterochromatin beim Mais (McCuintock 1951, 
1953, 1956), Drosophila (Hinton 1957) und Trillium (RuTISHAUSER 
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Abb. 8. Versuch einer schematischen Darstellung der Zusammenhéinge zwischen den 

Einzelkomponenten im Stérungsbild der Pollenmeiose bei diploiden Achilleen: Stérungs- 

syndrom I: Mangelhafte Syndese und Stérungssyndrom II: Defekte Chromosomenrepro- 
duktion (weitere Erklirungen im Text) 


und LA Cour 1956), die vielfach belegte gréBere strukturelle Variabilitat 
in heterochromatischen Chromosomenabschnitten (GoTTsCHALK 1954, 
Haca und KuraBayasHI 1954, Bost 1957 usw.) und in heterochro- 
matischen akzessorischen Chromosomen (vgl. EHRENDORFER 1959e)}; 
weitere Zusammenhinge diirften sich ergeben aus der Bedeutung des 
Heterochromatins im DNS-Metabolismus (ScHuttz 1956, BracHET 
1957) und aus seinem, vom Euchromatin wohl auch chemisch verschiede- 
nen Aufbau (CasPpERsSON 1940c). Alle diese Daten lassen es als wahr- 
scheinlich erscheinen, daB normaler DNS-Metabolismus und das Balance- 
system Eu-/Heterochromatin eng miteinander verkniipft sind, daB sich 
entsprechende Defekte vielfach im bzw. tiber das Heterochromatin aus- 


1 Wobei natiirlich auch eine geringere selektive Elimination von Struktur- 
anderungen in den akzessorischen Chromosomen in Rechnung gestellt werden 
muB! 
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wirken und daB derartige Defekte vor allem in den kritischen Differen- 
zierungsphasen vor und wahrend der Meiose auftreten. Unter diesem 
Gesichtspunkt wird auch Verhalten und Funktion der heterochromati- 
schen akzessorischen Chromosomen bei Achillea verstandlich, wobei auf 
wahrscheinliche Bruchpufferung (S. 395), somatische Labilitét mit ihren 
Auswirkungen und andere Phanomene hingewiesen sei (EHRENDORFER 
1959 e). Es dirfte lohnen, in Zukunft die Beziehungen zwischen Chromo- 
somenaberrationen und heterochromatischen akzessorischen Chromo- 
somen genauer zu untersuchen, wobei etwa Secale oder Zea (Ac-Ds- 
System!) giinstige Objekte abgeben wiirden. 

Entsprechend den im allgemeinen Teil entwickelten Vorstellungen 
wurde versucht, in Abb. 8 einige der Zusammenhange zwischen den 
Kinzelkomponenten der Stérungssyndrome bei diploiden Achilleen gra- 
phisch darzustellen. 


Zusammenfassung 

1. AusmaB, Verbreitung und Wesen der spontanen Stérungen der 
Pollenmeiose bei diploiden Sippen von Achillea wurden an Hand cyto- 
logischer Analysen von 43 Wildformen (davon 1 Triploide) und 22 F,- 
und F,-Pflanzen untersucht. Die Daten beziehen sich auf <A. setacea, 
A. asplenifolia und spontane Introgressionspopulationen (A. roseo-alba) 
sowie experimentelle Hybriden zwischen diesen beiden Basissippen 
des A. millefolium-Komplexes, weiters auf die verwandtschaftlich etwas 
ferner stehenden A. nobilis und A. odorata, A. crithmifolia, A. tomentosa, 
A. coarctata sowie A. grandifolia. 

2. Auf Grund der Korrelation bzw. Unabhangigkeit der Einzel- 
komponenten des Stérungsbildes mu8 auf das Vorliegen von 2 Stérungs- 
syndromen geschlossen werden: I. Stérungen der Syndese, II. Stérungen 
der Chromosomenreproduktion!. 

3. Stérungssyndrom I umfaBt Reduktion der Chiasma-Frequenz, 
Bildung von 2 (4) desynaptischen Univalenten in bis zu 10% der PMZ 
und Auftreten von Aneuploiden in den Nachkommenschaften (von 
208 F,: 2,9% 18+1, 0.5% 18+2). Nennenswerte Univalentbildung 
erfolgt in etwa 30—40% der Individuen aller untersuchten diploiden 
Wildsippen. Die Reduktion der Chiasma-Frequenz ist offensichtlich 
idiotypisch gesteuert und nur maBig von Stérungen der Chromosomen- 
reproduktion (II) beeinflu&t. 

4, Stérungssyndrom II umfaBt abnormen Formwechsel und Ab- 
errationen der Chromosomen sowie zugeordnete Folgeerscheinungen : 

a) Mitotische Non-Disjunction einzelner Chromosomen in prameioti- 
schen Mitosen und maBige intra-individuelle Aneuploidie der PMZ mit 
Tendenz zur Vermehrung der Chromosomen. 


1 Vgl. FuBnote S. 366. 
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b) Meiotische Non-Disjunction einzelner Chromosomenbivalente in 
der Anaphase I mit punktformigen interstitiellen Blockaden oder ter- 
minalen, briickenartigen Verklebungen. 

c) Stickiness und Korrosion der Matrix sowie mangelhafte Spirali- 
sation. 

d) Spontane Briiche im wesentlichen nach der letzten prameioti- 
schen Mitose und vor dem Zygotiin, Reunionen auch noch spater. Keine 
Fehlteilungen bzw. Briiche im Centromer. 

e) Bruchfolgen: achromatische Stellen, angeheftete und freie Chro- 
mosomen-, vereinzelt auch Chromatidfragmente; Isolation im wesent- 
lichen zwischen Diakinese und Metaphase I. Fragmentmassen teilweise 
gegeniiber dem Hauptanteil des Zellkerns desynchronisiert. Hetero- 
morphe Bivalente. 

f). Reunionsfolgen: Multivalentbildung zwischen Nicht-Homologen 
als Folge von Translokationen, Anaphase I- und II-Briicken als Folgen 
von fehlerhaftem Chromatidaustausch zwischen Schwesterchromatiden 
oder zwischen gepaarten Homologen, Inversionen mit Crossing-over 
und Translokationen. 

g) Spindeldefekte und Restitutionskernbildung in sehr stark ge- 
stérten PMZ. 

h) MaBige neozentrische Aktivitét von Fragmenten und Univalenten. 

5. Das Stérungsbild (II) zeigt innerhalb ein und derselben Pflanze 
starke Labilitaét, vielfach liegen ungestérte sowie maBig und stark 
gestorte PMZ im gleichen Pollenfach nebeneinander. Die Stérungs- 
intensitat nimmt + stufenweise zu. Selbst stark gestérte Pflanzen 
haben aber kaum mehr als 30% defekte PMZ und sind zumindest 
partiell fertil. 

6. Ein Vergleich zwischen spontanen und induzierten Stérungen der 
Chromosomenreproduktion la8t vermuten, daB bei Achillea dem Stérungs- 
syndrom IT Defekte im Eu- und Heterochromatin und weiters im DNS- 
Metabolismus zugrunde liegen. 

7. 27,9% der untersuchten diploiden Wiidformen zeigen + starke 
Defekte der Chromosomenreproduktion, wobei die Méglichkeit einer 
modifikativen Auslésung wegfallt. Gestérte und ungestérte Individuen 
treten als Schwesterpflanzen nebeneinander in F,- und F,-Serien auf. 
Die Stérungen sind demnach iiberwiegend genetisch (bzw. krypto- 
strukturell) bedingt, die Stérungsfaktoren sind als ,,Mutatorgene“ Nor- 
malbestandteile des Genreservoirs der Populationen diploider Achilleen. 
Durch Hybridisierung wird die Wirkung der Stérungsfaktoren verstarkt. 

8. Stark heterochromatische akzessorische Chromosomen (in intra- 
individuell + stabiler Zahl) iiben offensichtlich eine Pufferwirkung 
gegen die Auslésung von Defekten der Chromosomenreproduktion 
(besonders Aberrationen) aus. 








iz 
x 
“8 
x 
4 
q 

4 

3 


4 

4 

ey 
i 

| 











SSPE Se oe 


sage 


si Ae is eS a a 











Phylogenie der Gattung Achillea, II. 403 





Literatur 


(Um das Literaturverzeichnis méglichst raumsparend zu gestalten, wurde auf 

Wunsch der Redaktion auf die Aufnahme derjenigen im Text genannten Arbeiten 

verzichtet, die schon bei TiscHtER 1942—1951 und 1953—i957 angefihrt sind; 

im folgenden fehlende Zitate mégen in den genannten Banden dieses Handbuches 

nachgesehen werden.) 

Borurincer, F.: Uber die Kernverhiltnisse und die Entwicklung der merogoni- 
schen Amphibienbastarde T'riton (2) x Salamandra (3). Wilhelm Roux’ Arch. 
Entwickl.-Mech. Org. 188, 376—422 (1938). 


Boss, S.: Aberrations in the nucleolar ch:omosome of inbred rye. II. Size varia- 
tions in inbred lines and population plants. Hereditas (Lund) 48, 621—643 
(1957). 

BracuEt, J.: Biochemical cytology. New York: Academic Press 1957. 

Brirron, D. M., and J. W. Hutt: Mitotic instability in Rubus. J. Hered. 48, 
11—20 (1957). 

CiavsEn, J., D. D. Keck and W. M. Hresry: Experimental studies on the nature 
of species. III. Enviroz mental responses of climatic races of Achillea. Publ. 
Carnegie Inst. Wash. No 581, 129 S. (1948). 


p’Amato, F., and O. HorrMaNnN-OsTENHOF: Metabolism and spontaneous muta- 
tions in plants. Advanc. Genet. 8, 1—28 (1956). 

DartineTon, C. D., and A. Haque: The timing of mitosis and meiosis in Allium 
ascalonicum: a problem of differentiation. Heredity 9, 117—127 (1955). 


DaruineTon, C. D., and M. Keratyinov: Correlated chromosome aberrations at 
meiosis in Gasteria. Chromosoma (Berl.) 8, 364—370 (1957). 

Davipson, D. C.: The irradiation of dividing cells. I. The effects of X-rays on 
prophase chromosomes. Chromosoma (Berl.) 9, 39—60 (1957). 

EBERLE, P. C.: Zytologische Untersuchungen an Gesneriaceae. II. Die Verkiirzung 
eu- und heterochromatischer Chromosomenabschnitte vom Pachytaén bis zur 
Metaphase. Ber. dtsch. bot. Ges. 70, 323—332 (1957). 

Enrensere, L., A. Gustarsson and D. v. Werrstein: Studies on the mutation 
process in plants — regularities and intentional control. Conference on Chromo- 
somes, Zwolle, 29 S., 1957. 

EnRENDORFER, F.: Akzessorische Chromosomen, Kreuzungsfertilitét und Poly- 
ploidie beim Achillea milietolium-Komplex (Compositae). Naturwiss. 44, 405 
bis 406 (1957). — Achillea roseo-alba EHRENDF., spec. nov., eine hybridogene, 
di- und tetraploide Sippe des Achillea millefolium-Komplexes. Ost. bot. Z. 1959 
(im Druck). — Spindeldefekte, mangelhafte Zellwandbildung und andere 
Meiosestérungen bei polyploiden Sippen des Achillea millefolium-Komplexes. 
(Zur Phylogenie der Gattung Achillea, III.) Chromosoma (Berl.) 1959 c¢ (im 
Druck). — Unterschiedliche Stérungssyndrome der Pollenmeiose bei diploiden und 
polyploiden Sippen des Achillea millefolium-Komplexes und ihre Pedeutung fiir 
die Mikro-Evolution. (Zur Phylogenie der Gattung Achillea, IV.) Chromosoma 
(Berl.) 1959d (im Druck). — Struktur, Verhalten, Funktion und Entstehung 
akzessorischer Chromosomen bei Achillea. (Zur Phylogenie der Gattung Achillea, 
V.) Z. Vererb.-Lehre 1959e (im Druck). — Mechanismen der Mikro-Evolution 
bei diploiden und polyploiden Sippen des Achillea millefolium-Komplexes. (Zur 
Phylogenie der Gattung Achillea, VI.) Z. Vererb.-Lehre 1959f (in Vorbereitung). 

Guiss, E.: Die Verteilung von Fragmentationen und achromatischen Stellen auf 

den Chromosomen von Vicia faba nach Behandlung mit Schwermetallsalzen 

Chromosoma (Berl.) 8, 260—284 (1956). 

Chromosoma (Berl.), Bd. 10 28 








404 FRIEDRICH EHRENDORFER: 


GorrscuaLK, W.: Uber Abregulierungsvorginge bei kiinstlich hergestellten hoch- 
polyploiden Pflanzen. Z. Vererb.-Lehre 89, 204—215 (1958). 

Gustarsson, A.: Studies on the experimental control of the mutation process. 
Radiobiol. Symp. 1954, p. 282—284. 1954. 

Haaa, T., and M. Kurasayasui: Genom and polyploidy in the genus Trillium. 
V. Chromosome variation in natural populations of 7’. kamtschaticum Patt. 
Mem. Fac. Sci. Kyushu Univ., Ser. E 1, 159—185 (1954). 

Haaa, T., and T. Ogata: A cytological survey of a natural population of Paeonia 
japonica, with special reference to the feilure of meiotic chromosome pairing. 
Cytologia (Tokyo) 21, 11—20 (1956). 

Hannau, A.: Localization and function of heterochromatin in Drosophila melano- 
gaster. Advanc. Genet. 4, 87—127 (1951). 

Heewoop, M. P., and L. F. Hoven: A mosaic pattern of chromosome numbers 
in the white winter pearmain apple and six of its seedlings. Amer. J. Bot. 
45, 349—354 (1958). 

Herz, E.: Durch Réntgenstrahlen ausgeléste Mutationen bei Pellia neesiana. 
Verh. schweiz. naturforsch. Ges. 140, 170—171 (1940). 

Hinton, C. W.: The analysis of rod derivatives of an unstable ring chromosome 
of Drosophila melanogaster. Genetics 42, 55—65 (1957). 

Hoxpen, J. W. H., and M. Mora: Non-synchronised meiosis in: binucleate pollen 
mother cells of an Avena hybrid. Heredity 10, 109—117 (1956). 

Jain, H. K.: Effect of high temperature on meiosis in Loliwm: nucleolar inactiva- 
tion. Heredity 11, 23—36 (1957). 

Keryt, H.-G.: Untersuchungen am Karyotypus von Chironomus thummi. II. Struk- 
turveranderungen an den Speicheldriisenchromosomen nach Réntgenbestrah- 
lung von Embryonen und Larven. Chromosoma (Berl.) 9, 441—483 (1958). 

Kuinestept, H.: Taxonomic and cytological studies on grasshopper hybrids. 
I. Morphology and spermatogenesis of Chorthippus bicolor CHarp. X Ch. bi- 
guttulus L. J. Genet. 87, 389—420 (1939). 

Kotter, P. C.: Chromosome breakage. Progr. Biophysics 4, 195—243 (1954). 

Lxstrey, J. W., and M. M. Lestzy: Chromosome fragmentation and mutation 
in ‘tomato. Genetics 14, 321—336 (1929). 

Mazra, D.: The particulate organization of the chromosome. Proc. nat. Acad. Sci. 
(Wash.) 40, 521—527 (1954). 

McCurntock, B.: Induction of instability in selected loci of maize. Genetics 38, 
579—599 (1953). — Intranuclear systems controlling gene action and mutation. 
Brookhaven Symp. Biol. 8, 58—74 (1956). 

MovutscHEN-DaHMEN, J., et M. MoutscuHen-DauMeEn: Sur |’évolution des lésions 
causées par la 8-Ethoxycafféine chez Hordeum sativum et chez Vicia faba. 
Hereditas (Lund) 44, 18—36 (1958). 

Mintzina, A.: Cytogenetic studies in ryewheat (T'riticale). Proc. Intern. Genet. 
Sympos. 1956, Tokio and Kyoto, p. 51—56. 1957. 

Mutter, H. J.: On the relation between chromosome changes and gene mutations. 
Brookhaven Symp. Biol. 8, 126—147 (1956). 

Niztsen, E. L.: Cytological disturbances influencing fertility in Bromus inermis. 
Bot. Gaz. 116, 295—305 (1956). 

Nysom, N.: Mutation types in barley. Acta agric. scand. 4, 430—456 (1954). 





4 
i 

















405 





Phylogenie der Gattung Achillea, II. 


Ono, H.: Intergeneric hybrid swarms of Cichorieae. Abstr. Intern. Genetics 
Sympos., Japan 1956, p. 26—27. 1956. 

PoHLENT, G.: Variabilitat der Chromosomeazahlen und andere Kernpathologien 
in Aegilops triuncialis x Triticum aestivum-Bastarden. Z. Vererb.-Lehre 89, 
170—188 (1958). 

Rees, H.: Genotypic control of chromosome behaviour in rye. I. Inbred lines. 
Heredity 9, 93—116 (1955). — IV. The origin of new variation. Heredity - 
11, 185—193 (1957). 

Ress, H., and J. B. THompson: Localisation of chromosome breakage at meiosis. 
Heredity 9, 399—407 (1955). 

Rrecer, R.: Das Meioseverhalten von Gonokonten mit abnormen Chromosomen- 
zahlen bei Antirrhinum majus L. I. Mehrkernige Pollenmutterzellen bei ha- 
ploiden Formen. Biol. Zbl. 77, 237—244 (1958). 

RutTisHAvuseR, A.: Das Verhalten der Chromosomen in arteigener und artfremder 
Umgebung. Vjschr. naturforsch. Ges. Ziirich 100, 17—26 (1955a). — Chromo- 
some distribution and spontaneous chromosome breakage in T'rillium grandi- 
florum. Heredity 10, 367—407 (1956b). — Cytogenetik des Endosperms. Ber. 
schweiz. bot. Ges. 66, 318—336 (1956c). 

RutisHauserR, A., and L. F. ta Cour: Spontaneous chromosome breakage in 
hybrid endosperms. Chromosoma (Berl.) 8, 317—340 (1956). 

SAUERLAND, H.: Quantitative Untersuchungen von Réntgeneffekten nach Be- 
strahlung verschiedener Meiosestadien bei Lilium candidum L. Chromosoma 
(Berl.) 7, 627—654 (1956). 

Sax, K.: The effect of ionizing radiation on chromosomes. Quart. Rev. Bot. 32, 
15—26 (1957). 

ScHNEIDER, I.: Zytogenetische Untersuchungen an Sippen des Polyploid-Kom- 
plexes Achillea millefolium L.s. lat. (Zur Phylogenie der Gattung Achillea, I.). 
Ost. bot. Z. 105, 111—158 (1958). 

Scuuttz, J.: The relation of heterochromatic chromosome regions to the nucleic 
acids of the cell. Cold Spr. Harb. Symp. quant. Biol. 21, 307—328 (1956). 

SHarma, A. K., and A. S. SHarma: A theory regarding the stability of chromo- 
some complement in a species. Naturwiss. 44, 17 (1957). 

SHaw, G. W.: Adhesion loci in the differentiated heterochromatin of Trillium 
species. Chromosoma (Ber].) 9, 292—304 (1958). 

SKatinsKA, M.: Studies of meiosis in the intergeneric hybrids Heuchera x Tiarella. 
Acta Soc. Bot. Polon. 28, 677—698 (1954). 

Sparrow, A. H.: Radiation sensitivity of cells during mitotic and meiotic cycles 
with emphasis on possible cytochemical changes. Ann. N. Y. Acad. Sci. 51, 
1508 bis 1540 (1951). 

Sparrow, A. H., J. P. Bryntnaton and V. Ponp: Bibliography on the effects 
of ionizing radiations on plants, 1896—1955. Brookhaven Nat. Lab., Upton, 
N. Y., 2228. 1958- 

Sressins, G. L., and R. Sryeu: Artificial and natural hybrids in the Gramineae, 
tribe Hordeae. IV. Two triploid hybrids of Agropyron and Elymus. Amer. J. 
Bot. 37, 388—393 (1950). 

Swanson, C. P.: Cytology and cytogenetics. Engelwood Cliffs, N. Y.: Prentice- 
Hall 1957. 

TuHopay, J. M.: Radiation-induced chromosome breakage, desoxyribose-nucleic 
acid synthesis and the mitotic cycle in root meristem cells of Vicia faba. 
New Phytologist 58, 511—516 (1954). 


28* 














406 


FRIEDRICH EHRENDORFER: Phylogenie der Gattung Achillea, II. 


TiscHLER, G.: Allgemeine Pflanzenkaryologie. 2. Halfte: Kernteilung und Kern- 
verschmelzung, 2. Aufl. Handbuch der Pflanzenanatomie, Bd. II. Berlin: 
Gebriider Borntriger 1942—1951. — Erg.-Bd.: Angewandte Pflanzenkaryo- 
logie, Liefg. 1—5. Berlin: Gebriider Borntrager 1953—1957. 

VaaRaMA, A.: Spindle abnormalities and variation in chromosome number in 
Ribes nigrum. Hereditas (Lund) 35, 1836—162 (1949). 

Watters, J. L.: Heteromorphic chromosome pairs in Paeonia californica. Amer. 
J. Bot. 39, 145—151 (1952). — Spontaneous meiotic breakage in natural 
populations of Paeonia californica. Amer. J. Bot. 48, 342—354 (1956). 

Watters, M. S.: Spontaneous breakage of meiotic chromosomes in the hybrid 
Bromus trintt x B. maritimus. Genetics 85, 11—37 (1950). — Studies of spon- 
taneous chromosome breakage in interspecific hybrids of Bromus. Univ. Calif. 
Publ. Bot. 28, 335—447 (1957). 

Waits, M. J. D.: Animal cytology and evolution, 2. edit. Cambridge: Cambridge 
University Press 1954. 

Univ.-Doz. Dr. F. EHRENDORFER, 


Botanisches Institut der Universitat, 
Wien III, Rennweg 14 











nia a Parl sa 


i 
4 








Chromosoma (Berl.) 10, 407—429 (1959) 


From the Department of Botany, University of Wisconsin, Madison 


THE DNA-CONTENT OF NUCLEI IN THE MERISTEM 
OF ONION ROOTS* 


By 
Kraus Patau and D. SRINIVASACHAR 
With 7 Figures in the Text 
(Eingegangen am 8. Oktober 1958/20. Marz 1959) 


A. Introduction 


The microphotometric two wave length method independently pro- 
posed by ORNSTEIN (1952) and Paravu (1952a) was first put into use 
by Parav and Swirt (1953). Patau (1952a) has shown that theoreti- 
cally this method should be capable of determining the relative dye- 
contents of stained cytological objects with a very high accuracy, no 
matter how irregular their shape and texture might be. Distributional 
and stray light errors should never exceed a few percent. Patav and 
Swirt’s measurements on late interphase and mitotic nuclei of all 
stages demonstrated the capabilities of the new method but left some 
doubts about the accuracy of the obtained metaphase and anaphase 
values. These stages required field sizes which were probably excessive 
in view of certain instrumental imperfections. 

Patav and Swirt (1953) conclude that the following working hypo- 
thesis is still perfectly tenable: “Any genome has a constant amount, 
C, of DNA. This amount is precisely doubled in the course of any 
complete genome reproduction (that is one which leads to a doubling 
of all chromosome strands). Consequently, short of chromosome breaks, 
asynchronic strand reproduction and mitotic irregularities, all nuclei of 
an organism which are not in a period of DNA-doubling have DNA- 
contents that are integer multiples of C.” The measurements of these 
authors showed that the only lasting change in nuclear DNA-content 
caused by a mitosis is the obvious halving brought about by the anaphase 
separation. An indicated moderate increase during metaphase and early 
to middle anaphase appeared inconclusive. One purpose of the present 
investigation was to check this point. It was soon found that apparent 


* Contribution from the programme in Cytology, Department of Botany, 
University of Wisconsin, Madison, supported by grants to the late Dr. C. LzonarD 
Husxtns, from the American Cancer Society upon recommendation of the Commit- 
tee on Growth of the National Research Council, from the Rockefeller Foundation 
and from the Research Committee of the Graduate School with funds supplied 
by the Wisconsin Alumni Research Foundation. 
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deviations, if generally rather small, from the working hypothesis 
occurred they went beyond the limits of optical errors. Thus the question 
of “proportionality errors” caused by deviations from proportionality 
between Feulgen dye and DNA became important. Clear proof of the 
occurrence of proportionality errors has been given by SRINIVASACHAR 
and Patav (1959). 

Previous investigators, both by microphotometry of Feulgen-stained 
nuclei (reviewed by Patavu and Swirt, 1953) and by radioautographs 
(Petc and Howarp, 1952) have shown that DNA synthesis (doubling) 
in the meristem of roots takes place well within the interphase. Thus 
an interphase I with the DNA-content 2C is followed by an interphase IT 
with intermediate DNA-contents and this by an interphase III with the 
content 4C. It appeared desirable to verify these relations by means 
of the higher accuracy of the two wave length method. 


B. Material and methods 


As material for studies roots of onion had been chosen because of their wide- 
spread use in the past, and doubtless, future, investigations to which a clear under- 
standing of the changes in DNA-content during the mitotic cycle might be essential. 

Roots from seven onion bulbs, all from one commercial sample, were fixed in 
acetic alcohol 1:3 over-night, kept for 12 hours in 70% alcohol, dehydrated and 
embedded in paraffin. Roots from two of these bulbs were also fixed in Craf’s 
solution for a short period of one hour, washed in tap water for a long time, 48 hours, 
to avoid chromic acid staining, kept for 12 hours in 70% alcohol and taken up to 
paraffin. Under these conditions of fixation and washing both chromic acid 
staining and plasmal reaction seemed to be completely absent. The acetic alcohol 
fixative, of course, excludes these complications entirely. 

Each paraffin block contained equally fixed roots, and all of these from the 
same bulb. Sections were always cut longitudinally. In order to keep non-specific 
absorption as low as possible the microtome sections were cut only 154 thick 
which in onion is just enough to accommodate the largest diploid prophases with 
a thin plasma layer above and below. Of the nuclei to be measured the presence 
of both the plasma layers was always carefully ascertained. The ribbon was divided 
into a number of pieces that was a multiple of the number n of slides to be prepared. 
The first piece went on to the first slide, the second on to the second, and so forth. 
The n+ lst was mounted on the first slide, the n-+ 2nd on the second, and so on. 
Thus, for either fixative, all slides from one bulb contained sections of the same 
roots. In the slide designations which will be used henceforth, the first number 
stands for that of the bulb, the letter fer the fixation (A: Craf, B: 1:3) and the 
last number for that of the slide. 

The present work was done with microtome sections as it appeared desirable 
to determine the anatomical location of the measured nuclei in the root. From an 
optical point of view sections have the advantage of requiring smaller field sizes 
than squash preparations but they aggravate an optical problem, the non-specific 
absorption, which will usually be of little concern when squash preparations are 
measured. 

An attempt was made to obtain 15 yu thick longitudinal sections from living 
roots (from another bulb of the same sample) by means of PrrsipsKy’s (1953) 
vibratory microtome. Such sections apparently retain nuclei only in intact cells 
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and permit a very rapid penetration, and, therefore, highly uniform action of the 
fixative.These advantages, however, were found to be outweighed by the difficulty 
of obtaining thin longitudinal sections of this soft material. Only one such slide, 
8A 1, was used. < 

The temperature during hydrolysis with normal hydrochloric acid was carefully 
maintained between 60 and 61°C. In order to keep the conditions of hydrolysis 
as reproducible as possible and, in particular, independent of the number of slides 
put into the hydrochloric acid, it was deemed best to follow pt SrEFANo (1948) 
by pre-warming the slides in distilled water at 60° C previous to hydrolysis instead 
of immersing them in cold hydrochloric acid. After 1:3 fixation only two durations 
of hydrolysis, 6 and 8 minutes, were used. Both are presumably close to the maxi- 
mum of the Feulgen hydrolysis curve. The same holds true for 10 and 15 minutes 
after Craf fixation. 

Apart from hydrochloric acid, perchloric acid and phosphoric acid were tested 
as hydrolysing agents on Craf sections using the temperatures and times mentioned 
in Table 4 (slides 4A 6 and 8A 1). These conditions have been recommended by 
DI STEFANO (1952) and Hasuim (1953) respectively, who, however, used other 
fixatives. 

The Feulgen solution (Schiff reagent) was prepared, strictly in the manner 
recommended by StoweEtt (1945), from a National Aniline dye (basic fuchsin; 
C. I. No. 677, certification No. NF 59, dye-content 88%) and was kept in a re- 
frigerator. It is conceivable that not only the wave lengths, A,, A, but also several 
of the results to be reported in the subsequent sections are dependent on the 
Fuchsin sample and on how the Feulgen solution is prepared. 

The slides were stained for one hour in the Feulgen solution. They were then 
taken through three changes of ten minutes each of sulphurous acid bleaching 
solution [freshly prepared according to StowELL (1945); henceforth called SO, 
water], rinsed for two minutes in distilled water, passed, in steps of ten minutes 
each, through the alcohol series 50, 70, 83, 95, 100, 100%, and mounted in 
H.S.R. (Harleco synthetic resin) from xylol. 

The DNA-content of nuclei, in arbitrary units, was measured in accordance 
with the procedure outlined by Parau (1952a) for the two wave length method 
with some modifications. The microspectrophotometer used for these measure- 
ments was assembled specially for this purpose (c.f. SRINIVASACHAR, 1953). 


C. Investigations and results 
I. Methods of measurement 


The non-systematic reading errors appear to be largely due to fluctuations 
of the line current. In order to keep the reading errors as small as possible, the 
following procedure was adopted. It appeared important to take the two readings 
which establish a transmission, 7’, in rapid succession. Since a quick change-over 
is possible only from object to blank, the sequence recommended by Patav (1952a) 
was modified accordingly. J,,, Iso, 14,, J, were measured in this succession. After 
a slight turn of the sensitivity control knob the sequence was repeated. All the 
four transmissions were computed and the differences, d, between transmissions 
at the same wave lengths were found out (Table 1). A value },, henceforth referred 
to as a “replication”? was computed from the two mean transmissions. Of each 
nucleus at least two, more often four, replications y,, y,, etc. were determined. 
The symbol y is reserved for the mean of all replications from one nucleus. 7 stands 
for the mean dye- or DNA-content of a sample of nuclei. 

It would be expected that occasionally values of 7’ would occur which had 
been thrown off by some sort of accident such as a reading mistake or a small 
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Ty: 


but lasting change in the galvano- 
meter, or in the current, between 
two readingst. Such “‘off-values” 
are, indeed, indicated by a small 
minority of differences which fall far 
outside of what otherwise is an ap- 
proximately normal distribution of d 
(Fig. 1). In order to eliminate these 
off-values a limit c can be chosen so 
that all pairs of transmissions with 
absolute values |d| => C are replaced 
by new measurements. Since the sole 
criterion of rejection is lack of con- 
sistency amongst the values going 
into the same replication, no bias 
is introduced. Statistical tests based 
on the variation of replications be- 
come somewhat more stringent since 
this variation is decreased but remain 
perfectly valid as the replications 
continue to vary independently of 
each other. It should be noted that 
such an “unbiased elimination of 
off-values” could also be applied to 
measurements by the conventional 
photometric methods The “effec- 
tiveness” of a value c is obviously 
proportional to the percentage of 
pairs of transmissions which are not 
discarded and inversely proportional 
to the mean square deviations s?(y,) 
of replications from the nuclear 
mean. If g/s?(y,) is at its maximum 
a maximum of information will be 
obtained from a given amount of 
work. The choice of c is not critical 
as g decreases rapidly only for fairly 
small values c (see Fig. 1) while an 
appreciable increase of s?(y,) takes 
place only with large c. However, if 
no measurements had been discarded 
(c= x) an over-all loss of effecti- 
veness of about 29% relative to 
that of c=0.006 would have resul- 
ted. In the present study c=0.007 
was used throughout as the criterion 
of rejection. Two bundred and thir- 
teen out of altogether 2107 pairs 


1 Because of the low light input, 
no fatigue of the phototube was 
encountered. 
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of transmissions had to be discarded, that is 10.1%. (2107—213)/2 = 947 is the 
total number of replications determined. 
200\- 


Discarded and 


Discarded and 
Re-/feasured 


ke -/easured 












Number of Pairs of Transmissions 
S 
S$ 








<-003 








~002 ~0.01 -¢ 0 #0 007 +002 +003 


Difference between Transmissions 
Fig. 1. ‘‘Unbiased elimination of off-values’’. Mean of pair of transmissions is; for each 
wave length, entered into computation of single replication (see Table 1) 


-0.03 


II. Non-specific absorption 
The non-specific absorption was measured in two slides which had been hydro- 
lysed but not stained. The term “‘non-specific absorption” is here used in a loose 






Photographed after staining. Left: Craf; right: 1:3 fix. 2900 x 


sense to cover all those losses, apart from absorption by the Feulgen-dye, which 
the light reaching the phototube has suffered when passing through the object 
or other structures in the field. The term, consequently, refers not only to actual 
absorption but also to deflection of any kind, such as scattering by small particles. 
In one of the slides the roots had been fixed in acetic alcohol 1:3, and in the other 
with Craf’s solution. In each slide one prophase was selected which was completely 
intact in the 1:3 slide but had been sectioned in the Craf slide. The transmissions 
of fields of different diameter with the nucleus in a central position (Fig. 2) was 
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measured at A, —4000 A, 4,=4800A and 4,=5004A (A,, A, being the wave 
lengths used for all DNA determinations). The blank readings were taken, always 
in the present work, outside the root. The measurements were done in eight runs 
in an alternating sequence. Subsequently the slides were demounted, immersed 
in Feulgen-stain for the usual one hour, remounted and measured again with the 
smallest field size at 74,4800 A. The staining turned out rather weak. 
The outcome of the measurements (Table 2) justifies the following conclusions: 
(i) after only one hour in Craf’s fixative, 48 hours of rinsing in tap water was 
sufficient to remove any noticeable trace of whatever yellow stain the chromic 
acid may have left initially. The transmissions obtained in the two cases are 
almost identical. (ii) The Feulgen dye used here does absorb at A,=4000 A. 
In view of this it is impos- 
sible to base a correction 
for non-specific absorption 
on measurements of stained 
slides at this wave length. 
Fixation D_ | %4=4000A | 4,=4800A | 4,.=5004A Perhaps a longer wave 
length could be used for 
Acetic 1.7 | 0.9547 0.9753 | 0.9773 this purpose but the disper- 
pee <2 4 peer ) nena | cuahe sion of the present mono- 
nucieus 0 . : . . r mes insuffi- 
Fig.2) | 2.0 | 0.9620 | 0.9720 | 0.9728 So ee 
Bu 


Table 2. Transmission of fields shown in Fig. 2. 
Slides hydrolysed but unstained. D: diameter of field 
aperture in mm 











0.9798 0.9833 0.9820 (iii) The non-specific ab- 


Craf ° 0.9598 | 0.9745 0.9780 - sorption by the unstained 
(nucleus of (0.8912?) nucleus appears to be lar- 


Fig.2) | 1.8 | 0.9630 | 0.9752°| 0.9792 : : 
2:0 | 0.9761 | 0.9791 | 0.9601 gely due to light scattering 
y small particles. Such 


2.2 | 0.9754 | 0.9826 | 0.9836 filer : 
scattering is, according to 


* After staining. RaYLEIor’s law, inversely 
proportional to the fourth 
power of the wave length, and this relation is approached with the smallest field 
size. The observed ratios of extinctions for 4) and A, are H)/H, = 1.85 for 1:3 and 
1.59 for Craf as compared with the expected value (A,/A))*=2.07. For A, and 
A, the observed ratios are 1.09 and 1.16, as compared with the expected value 
(A,/A,)* = 1.18. (iv) In the larger fields the total non-specific absorption varies 
less with wave length. 

A complete elimination of systematic errors due to non-specific absorption 
appears to be almost impossible, at least if many nuclei are to be measured. The 
situation is very involved indeed. In the first place we have some non-specific 
absorption by the very same structures that carry the Feulgen-dye. If, as it seems, 
this should be largely due to light scattering it would depend on the particle size 
and would, hence, hardly be the same for different stages of the mitotic cycle. 
However, the visibility of chromosomes at all of these stages including interphases 
in unstained slides does not appear to differ greatly. So it may be assumed that 
this non-specific absorption is roughly proportional to the absorption by the 
Feulgen-dye deposited on the chromosomes. Non-specific absorption for which 
this holds true can, for all practical purposes, be regarded as part of the Feulgen 
absorption, if as test object, for the determination of A, and A,, a nucleus is chosen 
which has a similar structure as those to be measured subsequently. If there are 
differences in non-specific absorption between chromosomes of different stages 
A, and A,, as determined by means of an interphase nucleus as test object, would 
not be entirely right for other stages and a wave length error (PaTAv, 1952a) would 
enter the comparison of stages. Semi-quantitative considerations indicate that 
in the case of well stained nuclei such errors will be next to negligible. 
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The non-specific absorption by structures other than chromosomes, such as 
nucleoli, plasma, cell walls, etc. is a different matter. These structures can be 
largely avoided when A, and A, are determined by measuring the transmission of 
a small area of a squashed interphase nucleus. Usually they will also contribute 
relatively little to the absorption in a whole field containing a squashed nucleus. 
The non-specific absorption by material other than chromosomes, however, may 
be considerable in sections. If this material were present above and beneath the 
nucleus to be measured in about the same amount per unit area as in the surround- 
ing parts of the field, its effect on the measured y could be entirely eliminated 
by using as a blank field an area where this material is also present. If this cannot 
be done and if a really blank area has to be used for obtaining (at either wave 
length) the value J,, the latter must be corrected by multiplying it by the trans- 
mission 7’) of the layer of material which causes non-specific absorption. Since 
(at either wave length) the field transmission is 7'=J,/I, the correction can also 
be made by forming 

T’=T/T, (1) 


wherein 7' is the uncorrected, 7” the corrected transmission. This correction 
becomes particularly important when different field sizes are used. Under other- 
wise equal conditions the field transmission decreases with increasing field size. 
Consequently a correction by the same 7’, will affect the relative light loss Z= 
1—T the more the larger the field size is. It can easily be seen that uncorrected 
y values are always too large and that this error in general increases with increasing 
field size. Such a correlation was indeed, indicated in the present uncorrected 
measurements of metaphases and anaphases. After applying the following correc- 
tion no appreciable correlation between y and field size B remained. 

This correction is based on the values of Table 2 which are taken to be represen- 
tative for the type of cells on which measurements were made. It is further assumed 
that the non-specific absorption is approximately independent of the field size. 
This, of course, is what Table 2 shows. Actually the situation is not quite as simple, 
as part of the non-specific absorption is caused by chromosomes. It has been 
pointed out above that this part has more or less been taken care of in the deter- 
mination of A, and A,. However, non-specific absorption by the chromosomes is, 
even in the centre of the field, not the only one. There is a considerable amount 
of plasma around the nuclear membrane, there are the nucleoli, and at metaphase 
and anaphase there is the spindle. In some cases cell walls intruded more into 
the field to be measured than in the case of Fig. 2 from which the values of Table 2 
were obtained. Altogether it seemed best to use average transmissions taken from 
Table 2 for a correction according to equation (1) (Table 1). These averages, 
for A, and A, respectively, are 75, = 0.9778 and 7'y,= 0.9789 for 1:3, 7’, =0.9778 
and 7’), = 0.9802 for Craf. Obviously, this over-all correction is far from perfect 
and may well have introduced relative optical errors that were larger than the 
very small residual distributional and stray light errors which even the two wave 
length method cannot avoid. However, the reduction of y brought about by the 
correction, though in itself considerable, is always of similar magnitude so that 
the crudeness of the correction can hardly have introduced errors of more than 
a few percent. It will actually be shown that the total effect of ail systematic 
errors, proportionality as well as optical errors (the latter including those arising 
from imperfections of the correction for non-specific absorption) and of a natural 
DNA variation, if any, amounts to a coefficient of variation of only 5.5% within 
samples both of prophase and of metaphase nuclei. It will, furthermore, be seen 
shat there is no evidence of imperfectly corrected non-specific absorption having 
caused appreciable differences in the mean y values obtained from different mitotic 


stages. 
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The relative importance of non-specific absorption decreases, of course, with 
increasing absorption by the Feulgen-dye present in the nucleus. The opposite 
holds true for the relative importance of distributional errors. Since the absorption 
depends on A, and A,, the choice of A, must be a matter of compromise. If there 
is relatively much non-specific absorption, as is practically always the case in 
sections, it will be best to select 2, close enough to the peak of the Feulgen absorp- 
tion curve so as to decrease the average Q= L,/L, to somewhere between 1.4 and 
1.6 with few Q values below 1.31. If Q is allowed to drop further distributional 


errors may increase unduly. 


III. Wave length determination 


In view of the intense staining of onion nuclei a rather low value, 4800 A, 
was selected for 4,. A large, lightly stained, and relatively uniform interphase 
nucleus in a squashed pre- 
paration (fixed in acetic 


d length det 
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I, ’ Iq: di gq ith, d 
NONE. Fan Se: en ai ‘isndnemaime minutes) served as test 
: object. The squash prepa- 
4, = 4800 A Ass = 4980 A filter: “light ii Aig rather than ie 
filter: “light blue’’ blue”? + Wratten No. 38A id ‘ > 
was chosen for its low non- 
I, eee” i to specific absorption and for 
xd oak having a less grainy struc- 
ture of interphase nuclei. 
re Ms The mean extinction at 
. - the test area (of 15.8 u dia- 
Sete. 4, -O1AAO *? a meter) inside the nucleus 
13.0 | 19.0 aT i aa|.0s <M Ae 
12.8 | 19.0 ie _ en to apes 
under oil immersion, always 
oe Lae | Rees oy ie the same spot but slight 
- - F shifts are hardly avoidable. 
ZS -: sania Gomcult hssuad In order to prevent this from 
- - causing systematic errors 
ee ans pine - measurements at /, and at 
H#,=0.1575 Ligg = 0.2851 preliminary wave lengths A, 
E4,/H, = 1.810 should be alternated. Since 


the determination of a lower 
extinction suffers from relatively higher reading errors, for each tested wave 
length A, three extinctions H, and two extinctions ZH, were measured in alternation 
(Table 3). The ratio of the two mean extinctions Z,/F, is plotted against wave 
length. A number, in the present case, eight, of such points determine a regression 
curve of that ratio on wave length. This line, of course, is part of the Feulgen 
absorption curve. The final value A, is chosen as the wave length at which the 
regression line attains the ordinate 2: H(A,)=2H(A,). The tested wave lengths 
A, are best chosen as one goes along so as to bracket this point. In the present 
case (Fig. 3) the Feulgen absorption curve happens to straighten when plotted on 
semi-logarithmic paper. Consequently it is best to compute the linear regression 
of log [H(A,)/#(A,)] on A,. This becomes equal to log 2 at A, =5003 A. Actually 
4, = 5004 A has been used throughout this study, a value which had been obtained 
graphically. The difference is negligible. 


1 Q—1 is the transmission of the object at A, (Parav, 1952a). 
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A second wave length determination was undertaken in order to check whether 
the above A, and A, are also correct for sections of roots fixed in Craf’s solution. 
As test object a cap was selected which had been cut off from an interphase nucleus. 
In view of the grainy structure of such nuclei it was deemed best not to choose 
too thin a cap so as to keep the non-uniformity within bounds. The mean extinction 
in the test area was H(A,)=0.2477. The linear regression of log [#(A,)/H(A,)] 
yielded the value E(A,)/E(A,)=1.9012 for 4,=5004 A and 4,=4800A. This, 
however, requires a correction for non-specific absorption by the almost 154 
thick layers of extra-nuclear material through 
which the light had to pass. The uncorrected 25 
mean extinction at A, is H (A,)=1.9012 x # 

(A,) = 0.4709. The mean transmissions obtain- 

ed from an unstained Craf slide corresponded 

to the extinctions H,(A,)=0.0097 and £, 20 
(A,) = 0.0087. These values are subtracted from 
E(A,) and E(A,) respectively. The corrected 
ratio of extinction is 0.4622/0.2380 = 1.942 = 2 
(1—0.029). In the present measurements of 
nuclei in Craf sections Q@= L,/Z, ranges from 
1.25 to 1.77. Patav’s (1952a) equation (IT) 
for the wave length error can now be applied 3 1 
to the deviation 4 =—2.9% from the correct + 
extinction ratio 2:1. It turns out that the 

largest relative wave length error of y which ! 

the deviation 4 could cause to arise between /2,5>++1+ 1-1 — 
any two nuclei was smaller than 1.4%. Pro- A,ink 

bably this maximum error was smaller still, 

since both the higher optical density of the ce cit ot eae 
Craf test object and its lesser uniformity 

(compared with the 1:3 test object) must have depressed the extinction ratio 
somewhat. It is concluded that the two wave length determinations are in good 
agreement. 
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IV. The nuclear dye-content at different mitotic stages 


Objects which are to be used for investigating quantitatively the 
Feulgen reaction should have as constant a DNA-content as possible. 
Prophase nuclei are ideal for the purpose if the two wave length method 
is employed for which non-uniformity of the dye-distribution is im- 
material. Normal diploid prophase nuclei have presumably always the 
DNA-content 4C (see introduction), and they are found in sufficient 
number in any mitotically active tissue. Nuclei with irregular chromo- 
some contents are apparently very rare in onion roots. 

The prophase values obtained are given in Table 4. Pooling all 
sums of squares an over-all coefficient of variation of 5.5% was obtained 
for prophase nuclei. Metaphases also yielded the same value (Table 6). 

In Patau and Swirt’s (1953) data the largest deviations from con- 
stancy of the measured dye-contents are found at metaphase and 
mid-anaphase. For this reason the present post-prophase measurements 
were concentrated on these stages. Mid-anaphase is here understood 
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as the condition which shows all or most sister chromatids separated 
from each other but not yet closely crowded at the poles. Metaphases 
were measured, without noticeable effect on the outcome, in polar view 
as well as in side view and anaphases always in side view as only such 
an orientation permits all chromosomes to be inside one section. In 
sections of 15 ~ most metaphases and anaphases are cut and great care 
must be taken if such are to be avoided. It is not generally sufficient 
to establish a plasma layer above and below all chromosomes. The 
knife may still have removed one or more chromosomes which were 
lying somewhat apart. Several such cases were found with the missing 
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Fig. 4. Dye-contents of metaphases and anaphases (four replications each) in different 
samples. a: 1B 3, 5B 4; 6: 4B2; ¢:4B1; d:2B1,3;e:4A6;f:8A1;g:4A 3. For 
fixation, agent and duration of hydrolysis see Table 6 


chromosomes turning up in the subsequent section. In most cases the 
chromosomes were actually counted. If this proved impossible, the 
metaphase or anaphase was selected only if the plasma layer on either 
side was of considerable thickness which presupposes that the chromo- 
somes were lying close together, usually due to narrowness of the cell. 

The results are summarized in Fig. 4 and Tables 5 and 6. Since 
various Feulgen procedures yield different nuclear dye-contents the 
values obtained from metaphases and anaphases are here expressed 
in percent of the mean dye-content of the prophase nuclei measured 
in the same slides. Thus comparisons are possible. Statistical tests have, 
been made only with the more numerous metaphase data. It is obvious 
that the situation at mid-anaphase is essentially the same as that at 
metaphase, although the variation among anaphases of the same sample 
may be somewhat larger than that among metaphases. The metaphases 
yielded the same corrected coefficient of variation of 5.5% (Table 6) 
as prophase nuclei. However, the mean dye-contents of metaphases 
and anaphases, relative to the prophase values, vary appreciably from 
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Table 5. Mean Feulgen dye-content of metaphases and anaphases as compared with 
that of prophase nuclei in same slides. Four replications per nucleus 
































Metaphase | Significance of difference | yig-ana- 

: mean dye- am s Tue oat ket FE sok eae 
Fixation | Hydro- |sjide No.! content in % - rena? ane prophase | dye-content 
lysis of prophase t in % of pro- 
mean min d.f. Pi phase mean 

HCl 1B3 101.6 + 0.44 10 0.7 107.6 

Acetic 6min. | 5B4 

alcohol 1:3] HCl | 4B2 Db ee SS a 0.3 104.8 

| 8min. | 4Bl1 101.4 + 0.89 2 0.5 99.3 

2B1,3 80.2 — 5.88 11 < 0.0002 92.0 

HCl 4A3 95.9 — 1.68 7 0.17 107.0 

15 min. 

Craf HClO, | 8Al 114.8 + 5.31 v4 0.001 109.1 

H,PO, | 4A6 110.2 + 4.36 7 0.003 118.5 

Mean of sample 100.2 105.5 

means 

















1 From graphical t-table (Patav, 1943). 
sample to sample. In 2B1,3 the metaphase mean dye-content is 
significantly smaller than that of prophase nuclei; in 8A 1 and 4A6 
it is significantly larger, in other samples both stages agree more or 
less (Table 5). These changes in the metaphase-prophase ratio of dye- 
content are by far too large for being ascribed to optical errors. More- 
over, optical errors could change the ratio of the two means of measured 
values from the same two stages only if the intensity of staining had 
changed. Tabie 5, in conjunction with Table 4, shows that the same 
proportion is obtained with quite different prophase dye-contents 
(29.17 and 19.67) whilst a very different proportion may occur with 
the same prophase dye-content (19.63 and 19.67). Hence, there is a 
real variation in the metaphase-prophase ratio of dye-contents. 

If this reflected a corresponding DNA variation it would mean that 
the DNA-content of nuclei passing from prophase to metaphase has 
decreased in certain samples and increased in others. It appears highly 
unlikely that the otherwise so well regulated process of mitosis should 
be accompanied by this sort of variation. It is rendered still more 
unlikely by the fact that the change, breakdown or synthesis of DNA, 
would largely be confined to the short period of transition from prophase 
to metaphase. Otherwise a relatively large change from stage to stage 
‘would be accompanied by an increase of the variation within one or 
both stages. There is no indication of this. Of the samples which show 
a major difference in DNA-content between prophase and metaphase, 
only one, 2B 1, 3, contains late prophase but these are very late. Their 
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dye-contents, 21.56 and 22.78, do not differ significantly from those of 
five very early to middle prophases (ranging from y = 21.62 to 24.53 
with mean 23.17) although all six metaphases have appreciably lower 
values (from y = 16.72 to 19.76 with mean 18.34). Direct evidence that 
the changes in the metaphase-prophase ratio of dye-contents are 
artificial is provided by the slides 4A 3 and 4A 6 which were hydrolysed 
differently but contained sections from the same sample of roots. They. 
nevertheless, display an apparently significant difference in their meta- 
phase-prophase ratios of dye-contents. 

Altogether it seems virtually certain that the variation of this ratio 
from sample to sample is not due to a corresponding variation of the 
DNA ratio but to varying proportionality errors. Unequivocal evidence 


of proportionality errors were provided by SRINIVASACHAR and PaTav ' 


(1959) with their experiments on SO, water. The apparent difference 
between the two samples 4B 1 and 2B 1,3 indicates that the use of 
the same fixative and the same agent and duration of hydrolysis does 
not necessarily guarantee identical proportionality errors. 

It had been hoped it might be possible to eliminate, or greatly to 
reduce, proportionality errors by means of the chromic acid in the Craf 
fixative. Chromic acid containing fixatives have been found to give 
Feulgen hydrolysis curves which have a plateau instead of a peak 
(BavER, 1932; pt SteFano, 1948). A plateau could be taken to indicate 
that all aldehyde groups have become available for staining (due to 
depurination of the DNA, pr StEeFrano, 1948) while other processes (thymic 
acid degradation, pi STEFANO, 1948) involving their loss have not yet be- 
come effective!. During this period at least one source of proportionality 
errors, Viz. variation in the speed of such processes, would be excluded. 
Unfortunately the present Craf slides have a curve with a peak instead 
of a plateau (Fig. 5). This, of course, does not prove that the Craf 
fixative is incapable of producing a Feulgen hydrolysis curve with an 
. extended plateau. The failure in the present case may have been due 
to a short duration of the fixation (one hour) being insufficient for the 
chromic acid to exert its full stabilizing effect. It remains to be seen 
whether the latter, resulting in a plateau of the Feulgen hydrolysis 
curve, can be had without also getting so much yellow stain in the tissue 
as to interfere with the photometric determination of the Feulgen 
dye-contents. 


1 Dr Srerano (19/8), working with cartilage nuclei of Rana, found that even after 
1:3 fixation ‘‘depurination is completed before loss of thymic acid begins”. This 
certainly does not hold true in the present case. Although only two durations of 
hydrolysis were tried, six and eight minutes, it is obvious from Fig. 4 that the 
nncleal dye-content after 1:3 fixation never reached the amount obtained after 
Craf fixation. Since the 1:3 curve is known to have a clear peak, and since the 
present two values are very nearly the same, the peak was most likely between 
the two points as indicated in the figure. 
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At present it is quite impossible to predict the magnitude and 
direction of proportionality errors. The seven samples of Table 5 may, 
therefore, be considered as a selection which is random in regard to 
proportionality errors. The best available estimate of the DNA-content 
of metaphases relative to prophase is, hence, the mean of the seven 
percentages in Table 5 which is 100.2%. The corresponding estimate of 
the DNA-content at mid-anaphase is 105.5%. Both values are ob- 
viously not significantly different from 100%. Patavu and Swirrt (1953) 
had obtained 121.7% of the prophase mean for each of the two mid- 
anaphases, and 91.5 and 4 
128.6 % for two metaphases. 
Compared with the present 
data their values show / 





AA 





a 
rather extreme deviations § 
S 
from 100% and a discre- $ 2|- Pic 
& — 
pancy between the two S 


metaphase values which 
goes far beyond the varia- 
tion found here within ; 
any single sample. This % 0 20 

seems to support PaTau Duration of Hydrolysis in Minutes 


and Swirt’s. conclusion Fig. 5. Feulgen-hydrolysis curve after Craf fixation 
(each point: mean dye-content of four prophase 
that these four measure- nuclei, two replications each). Curve after 1:3 
. fixation conjectural, see footnote p. 420 (each point: 
ments, having been made seven prophase nuclei, four replications each) 
with a field size too large 


for their equipment, suffered from appreciable instrumental errors. Their 
measurements of two late anaphases, presumably optically more reliable, 
yielded (per daughter nucleus) a mean of 53.0% of the prophase mean. 
In the present study only one sample of four late anaphases was measured 
(2B 1, 3) which gave a mean of 44.3%. As to telophases Patau and Swirt 
determined three values with a mean of 98.2% of the prophase 
mean. The present measurements of (late) telophases were done on 
two samples of three nuclei each. From 2A 10 a mean of 59.9% of the 
mean of four prophase nuclei was obtained while 2B 1, 3 yielded 49.6% 
relative to the mean of seven prophase nuclei. In both cases the telo- 
phase values agreed well with those of early interphase nuclei. 

In most of the present samples the observed differences in dye- 
content between mitotic stages are small, and all of these! differences 
are within the limits of observed deviations between samples. These 
deviations are almost certainly proportionality errors. The data, with 
their entire lack of consistent changes in dye-content during mitosis, 
clearly support the assumption that the DNA-content does not change 
at all during the onion mitosis, apart from its halving brought about 
by the anaphase separation. 

Chromosoma (Berl.), Bd. 10 29a 
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In view of the occurrence of proportionality errors between stages, 
it would seem that some proportionality errors are also bound to occur 
between nuclei of the same stage. It has already been pointed out that 
optical errors, mainly those due to non-specific absorption could con- 
ceivably account for all of the variation found in prophase samples. 
The same applies to the metaphase samples which display the same 
variation as the former. The mid-anaphase values per sample seem 
to have been the result of a somewhat higher variation (Fig. 4) but 
that would hardly be surprising in view of the larger field size which 
is usually required by this stage. With increasing field size the field 
transmissions become larger, the influence of non-specific absorption 
increases, and our crude over-all correction for this absorption becomes 
less effective. Even if, rather surprisingly, there should be no pro- 
portionality errors in the nuclear dye-contents of the same stage, the 
present data would still be well compatible with the hypothesis of 
strict DNA-constancy. 


V. The mitotic cycle 


This section is based on measurements of three telophases, 21 inter- 
phases and seven: prophases. ‘“Telophase”’ is here used to include all 
post-mitotic nuclei which still show unmistakable traces of the telo- 
phasic chromosome arrangement. Whether such traces can be seen 
depends, of course, in part, on the orientation of the nucleus. There 
is no sharp limit between very late telophase and early interphase. 
A nucleus which is at telophase by the above criterion always has a 
partner with apparently the same volume and dye-content. From each 
telophase pair only one nucleus was measured. Interphase nuclei were 
selected for measurement from several batches of relatively large cells 
of the future cortex. The only criterion of acceptance was their technical 
suitability. Hence, they can be considered as an approximately random 
sample with a slight bias in favour of small nuclei which are less likely 
to be cut. Telophase and prophase nuclei, being rarer, had to be included 
deliberately. 

Of all the 31 nuclei not only the DNA-content but also the nuclear 
volume was determined as accurately as possible. The area, A, in yu? 
of the largest cross section of a nucleus was measured by a planimeter 
from a camera lucida drawing. The height, h, in ~ was found as the 
average difference of four pairs of readings from the microscope fine 
adjustment screw. The volume in u*® was computed as V = 2hA/3. 

If during mitosis an otherwise constant DNA-content is merely 
halved, the DNA-contents of diploid interphase nuclei must range from 
the telophase value, 2C, to the amount, 4C, characteristic of prophase 
nuclei, the intermediate values belonging to nuclei in the process of 
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DNA doubling. Such intermediates are generally found with an appre- 
4 ciable frequency in plant and animal tissues with a high mitotic rate 
(Swirt, 1950a and b). The interphase development can be better under- 
stood by correlating DNA-content with nuclear volume (Patau, 1952b). 
The advantage of this method becomes obvious when Figs. 6 and 7 
are compared. The nuclear volume serves here as a sort of distorted 
time scale. The volume of meristematic nuclei increases during inter- 
phase, though not necessarily all the time, and continues to do so during 
prophase. The latter fact can be ascertained without any measurements 
when early, middle, and late 








prophases in similar cells are 
matched visually. In the pre- 
sent sample very early to early 


Prophase 


3 Telophase 
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prophase nuclei ranged from S$ 7 
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794 to 1109 u?, middle prophase < Interphase 
from 903 to 1004 u°, and very § 3 

late prophases from 918 to $ ‘af 


1396 yw. 
The more or less continuous 
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increase of the nuclear volume eS 

during interphase is evidenced 2c #0 

by ag relation to the DNA-con- Fig. 6. Slides gig ven nucleus four 

tent (Fig.7). The smallest nuclei replications) 

are 2C. In the medium volume 

range the DNA-content displays a positive regression on volume. The 
j very largest nuclei, approaching the volume of early prophase nuclei, are 
i 4C. It should be added that these generalizing statements have a broader 
E basis than is indicated by the number of measured nuclei. The human 
‘ eye is quite capable of detecting relatively small differences in dye-content 
eI in nuclei of similar structures. Using late telophase nuclei on one side, 
; and early prophase nuclei on the other, as reference points of known 
: DNA-content, it becomes possible to classify visually interphase nuclei, 
Fs fairly reliably, as being ‘‘2C or low intermediates”, ‘intermediates’, 
or ‘“4C or high intermediates”. In the present study, enough nuclei 
were matched visually for feeling assured that the measurements given 
in Fig. 7 are typical for the general situation in the most actively dividing 
parts of the meristem in healthy roots. 

Fig. 7 confirms for onion the earlier finding on the interphase develop- 
ment in root meristem. Each nucleus passes through an interphase I 
with the DNA-content 2C, a period of DNA synthesis (interphase II), 
' and an interphase III with the DNA-content 4C. In mitotically active 
onion meristem all these phases, judged by their frequencies, have 
comparable duration interphase I possibly being the shortest. If the 
Chromosoma (Berl.), Bd. 10 29b 
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duration of the mitotic cycle in onion is anywhere near 24 hours?, each 
of the three phases must last at least several hours. This agrees well 
with Petco and Howarp’s (1952) conclusion from autoradiograph data: 
what is called here interphase III lasts about six to eight hours in Vicia. 

Fig. 7 shows that the beginning of the DNA synthesis is not confined 
to nuclei of a narrow size class. Well advanced intermediates appear 
already in nuclei of about 411 «3 and the first 4C nucleus has a volume 

16C : 
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Fig. 7. Slides 2B 1,3 (DNA value of each nucleus: mean of four replications). Diploid 
nuclei same as in Fig. 6 


of only 523 u%. On the other hand, the largest apparent 2C nucleus 
measures 479 3, the largest intermediate nucleus 704 wu. Obviously the 
increase curves are rather steep. This contrasts with the considerable 
time required for DNA synthesis as revealed by the frequency of inter- 
mediates. It is, therefore, concluded that during interphase II the 
volume increase, if any, is slow. On the other hand small 4C nuclei 
seem to be rare compared with the frequency of 4C nuclei of a size 
approaching that of early prophase nuclei. It appears that nuclei of 
interphase IIT have the highest rate of volume increase in the beginning 
of this period. 

1 Gray and ScuHoes (1951) determined about 22 hours for this duration in 
the active meristem of Vicia. LAUGHLIN (1919) has claimed a much shorter duration 
for the onion mitosis but his data though extensive, are considered statistically 
not conclusive in this respect. 
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The above relations could be studied in more detail by a frequency 
analysis of a large number of accurately measured interphase nuclei. 
The word “‘accurately’’ needs emphasizing. A large sample of inaccura- 
tely measured nuclei could be very misleading in regard to these details. 
It could reliably show only the mere existence of a correlation between 
DNA-content and nuclear volume but this can be established by a small 
sample of accurate measurements just as well. Numerous inaccurate 
values could easily suggest a regression curve which would in no way 
represent the actual relation between nuclear DNA-content and volume. 
In the present case the four replications each of 21 interphase nuclei 
clearly yielded more information than could have been obtained from 
84 nuclei if merely single replications and cruder approximations of the 
nuclear volume had been determined. 


D. Discussion 

The factor which limited the accuracy of the determination of the 
nuclear dye-content in the present study was doubtless, non-specific 
absorption for which only a rather crude over-all correction appeared 
feasible. It is not so much the amount of deflecting and absorbing 
material through which the light has to pass but the non-uniform 
distribution of this material, plasma, cell walls etc., which render any 
over-all correction fall short of the satisfactory. 

The DNA measurements, as outlined here, were made on two other 
objects which are technically more favourable than sectioned onion 
roots. The one investigation (by OwczaRzak and Patav, unpublished) 
was done on salivary gland nuclei of Drosophila and the other (by Patav, 
unpublished) on human spermatozoa. In the latter case non-specific 
absorption could be expected to be negligible. In view of the smallness, 
accessibility, and similarity in shape and texture of these nuclei it could 
further be expected that: proportionality errors between nuclei would 
be very small. Indeed, it turned out that the whole observed variation 
between measured dye-contents of nuclei with equal chromosome com- 
plements was fully accounted for by the non-systematic reading errors. 
In other words, the corrected coefficient of variation was zero. In the 
case of salivary glands non-specific absorption was not negligible, but 
since it was due to fairly uniform layers of plasma its effects on measure- 
ments could presumably be kept lower than in the present study. The 
corrected coefficient of variation proved to be about 2.5% as compared 
with 5.5% in onion prophase nuclei and metaphases. 

At least a considerable part of the observed variation in these cases 
must have been due to errors arising from non-specific absorption. The 
fact in the three, methodologically strictly comparable investigations the 
corrected coefficient of variation is inversely related to the technical 
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suitability is suggestive. This would be the relation, if the apparent 
variations were wholly artificial. At any rate, the present data, those 
from Drosophila, and still more so those from sperm, leave only such 
a narrow margin for a natural DNA variation that we may wonder 
whether the cell could regulate the amount of any substance so accurately 
around an optimal value unless this substance were part of, or formed 
by itself, a constant self-reproducing, molecular structure. Such a 
structure could hardly be anything but the gene, or at least a constant 
templet upon which the physiologically active gene is formed. In that 
case the latter might as well be called the first gene product, and the 
templet the gene. 

Such speculations can at present be advanced only tentatively. They 
may well gain firmer ground, if further accurate measurements of the 
DNA-contents of technically favourable nuclei should consistently lead 
to very tow upper limits for the DNA variation. High accuracy of the 
measurements is essential, for only thus could a continuous DNA 
variation around an approximately constant optimum conceivably be 
rendered unlikely enough for giving weight to the hypothesis of strict 
DNA-constancy! with its bearing on the nature of the gene. Of course, 
even the already amply evidenced approximate DNA-constancy per 
genome, whether it makes strict constancy or not, suggests a genetic 
importance of this substance. The majority of published DNA measure- 
ments (see reviews by Swirt, 1953; VENDRELY and VENDRELY, 1956) 
point to the same direction as genetic experiments on pneumococci and 
the recent work with radioactive isotopes on phages (for reviews see 
Mirsky, 1951; Stent, 1953). Claims of major deviations from DNA- 
constancy, found in literature, are inconclusive as their validity rests 
on the implied assumption that proportionality errors are negligible or 
absent. 

If awareness of the possibilities of systematic errors in this field is 
needed, there is need for statistical commonsense. The fact that sys- 
tematic errors do occur which at present cannot always be avoided does 
in no way justify to deny the power of a method which in so many 
cases has consistently produced results of such close agreement with 
simple and biologically meaningful numerical relations that any attempt 
to explain them as chance outcome of a faulty method would imply 
the most improbable series of coincidences. Thus in the present study 
only one prophase nucleus was found in which the chromosomes had 
four instead of two chromatids. The DNA-content was determined as 


1 It need hardly be said that the term “‘constant”’ is here understood to exclude 
continuous variation around an optimum but not discontinuous variation by way 
of accidents such as chromosome breaks, irregularities in strand reproduction, etc. 
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2 x 23.17 as compared with 22.88 + 0.44, the mean of seven diploid 
prophase nuclei. This in turn, compares with 22.69/2, the mean of three 
telophase nuclei. This example of agreement with an expected 1:2:4 
series is more typical for the outcome of careful measurements than 
those few which show appreciable proportionality errors. 


Summary 
The techniques of making and evaluating measurements of nuclear 
DNA-contents by the two wave length, method, including wave length 
determination were worked out. The efficiency of the analysis increased 
by “unbiased elimination of off-values’’. Correction for non-specific 
absorption was made but remained, with the present material (sections), 
necessarily imperfect. This seems to be the factor which limited the, 
otherwise apparently very high, optical accuracy of which instrument 
and methods are capable. Errors in the determination of the nuclear 
dye-content were, even so, small compared with the more extreme cases | 
of proportionality errors in the determination of the DNA-content that 
resulted from disproportionality of Feulgen dye- and DNA-content. 
Direct evidence of proportionality errors entering the DNA deter- 
mination was found when different mitotic stages were compared. The 
ratio of mean dye-contents of two stages varied in slides which were 
prepared differently in regard to fixation, hydrolysing agent, or duration 
of hydrolysis. In seven such samples the mean dye-content of meta- 
phases ranged from 80 to 115% (with mean 100.2%) of the prophase 
mean, the mean dye-content of mid-anaphases from 92 to 112% (with 
mean 105.5%). Similarly the mean dye-contents of daughter nuclei 
in late anaphases and telophases bracketed 50% of the prophase value. 
It appears virtually certain that this variation is not caused by a cor- 
responding natural DNA variation but is due to proportionality errors. 
The results strongly support the view that the DNA-content does 
not change at all during mitosis apart from its halving brought about 
by the anaphase separation of sister chromatids. The results are further 
fully compatible with the hypothesis that the DNA-content per complete 
genome is strictly constant except during the period of DNA doubling. 
The dye-contents of prophase nuclei (also of metaphases) of the same 
sample have a coefficient of variation (corrected for non-systematic 
reading errors) of about 5.5%. This appears to be well within the 
limits of errors due to imperfectly corrected non-specific absorption 
and of proportionality errors. 
The proportionality errors found in measurements of different 
mitotic stages reveal a pattern similar to that prevailing in published 
DNA measurements: apparent deviations from DNA constancy are 
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usually small and often negligible, but are occasionally large enough to 
be misleading. None of the claimed disproofs of DNA constancy is in 
any way conclusive, as such claims necessarily rest upon the unwarranted 
assumption that proportionality errors are always very small or absent. 


The development of the DNA-content during interphase was studied 
by correlating DNA-content and nuclear volume. Earlier findings on 
roots of other plants are confirmed. An interphase I with the DNA- 
content 2C is followed by a period of DNA synthesis (during this period 
the nuclear volume seems to increase only slowly, if at all) and this 
by an interphase III with the DNA-content 4C. Each phase lasts 
several hours. Mitosis and DNA synthesis are essentially independent 
processes. 


Measurements on nuclei which are technically more favourable than 
those in sectioned onion roots have yielded a smaller or even disappearing 
inter-nuclear variation of the Feulgen dye-content. A strict DNA 
constancy per complete genome appears more and more likely. 
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CHROMATIN EXTRUSION AND DNA TRANSFER 
DURING MICROSPOROGENESIS* 


By 
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(Eingegangen am 26. Marz 1959) 


I. Introduction 

Results recently obtained by LinskEns (1958) on the presence of 
free nucleic acid bases and nucleotides in anthers of Lilium henryi have 
been interpreted by him to indicate participation of tapetal products 
during the early stages of microsporogenesis. This idea modifies the 
hypothesis of CooPER (1952) for the transfer of DNA from the tapetum 
to the developing microsporocytes.. CooPER observed that chromatin 
globules arose in association with tapetal nuclei during leptotene and 
zygotene, then moved through the walls of the tapetal cells to a position 
peripheral to the sporogenous tissue. At zygotene and pachytene they 
became associated with the microsporocyte nuclei in the interior of the 
sporogenous tissue. 

The presence of such extranuclear chromatin associated with a 
variable proportion of microsporocytes during early prophase was first 
described by KOrNIcKE in 1901. Many reports thereafter substantiated 
it as an anomaly peculiar to zygotene in microsporogenesis of plants 
from mosses to angiosperms (see WEST and LECHMERE 1915; GaTEs and 
Rees 1921). The chromatin globules might be on the outer periphery 
of the microsporocyte nucleus, free in the cytoplasm or attached to the 
nucleus by a fine chromatin strand. Using ultraviolet absorption and 
Feulgen staining, Sparrow and Hammonp (1947) showed that the 
globules contained DNA. 

Various explanations have been given for the presence and function 
of these globules. Usually without experimental justification they have 
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been considered artifacts, signs of degeneration, or part of a normal 
process. Almost invariably they were considered to originate from the 
nucleus of the microsporocyte. The present studies were undertaken 
to reexamine these discrepant views in the light of CoopEr’s findings. 
The results do not agree with those of CooPER and give no support to 
the chemical findings of LinskEns. It is proposed that most of the 
extranuclear chromatin globules may be explained as artifacts of handling 
and fixation. 


II. Materials and Methods 


Male-sterile and male-fertile lines of Allium cepa, a diploid clone of T'radescantia 
paludosa, and Hemerocallis fulva were used for initial observations; later work 
was done with Trillium erectum. Most of the results to be reported were obtained 
with Lilium longiflorum var. Crort. In Lilium, the anthers within a bud develop 
synchronously, so that each bud provides six anther-samples of a population of 
cells spanning a certain period of meiosis. Moreover, there is a close correlation 
between bud length and stage of meiosis (ERICKSON 1948). 

The Trillium rhizomes were kept in moist sphagnum moss at about 3°C until 
used. Lilium bulbs were stored at the same temperature in moist peat moss in 
polyethylene bags. Before planting, bulbs were soaked in a solution of commercial 
fungicide (‘‘Parzate”: 0.4 oz./gal. water at 110° F, 1 hr.); greenhouse temperatures 
were kept between 65—70° F, and dilute ammonium nitrate solution was given 
to the growing plants periodically. 

Only fixed and frozen material was studied. Whole buds with and without 
perianth, whole anthers and various-sized pieces of anthers were fixed. Pectinase 
digestion (CHAYEN 1952) prior to fixation gave better separation of cells in some 
of the Allium smears and squashes. A variety of fixatives were used: 

1. Carnoy (3 vols. 95% ethanol, 1 vol. glacial acetic acid). 

2. Craf (5 vols. 1% chromic acid, 3.5 vols. 10% glacial acetic acid, 1.5 vols. 
37% formaldehyde). 

3. FAA (9 vols. 70% ethanol, 0.5 vol. glacial acetic acid, 0.5 vol. 37% form- 
aldehyde). 

4, Flemming (Baxerr’s modification: 15 vols. 1% chromic acid, 4 vols. 2% 
osmium tetroxide, 1 vol. glacial acetic acid). 

5. Formaldehyde (BakeEr’s modification: 3.7% aqueous formaldehyde with 
1% calcium chloride). 

6. Osmium tetroxide (1% in pH 7.4 acetate-veronal buffer). 

7. Newcomer (6 vols. isopropyl alcohol, 3 vols. propionic acid, 1 vol. petroleum 
ether, 1 vol. acetone, 1 vol. dioxane; see NEWCOMER 1953). 

Fisher formaldehyde without methanol preservative was used. All material 
fixed in formaldehyde or osmium-conteining mixtures, as well as that from New- 
comer was afterwards washed in running water for a period at least equal to the 
length of time of fixation. The Newcomer material to be used for smears and 
squashes was stored in the fixative at about 6°C; all other material for the same 
purpose was stored at the same temperature in 70% ethanol. 

The “‘freezing-substitution” method was used essentially as in other laboratories 
(RUSSELL et all. 1949; Woops and PoLuisTER 1955) but was satisfactory only with 
very small pieces of tissue ca. 1 mm long cut from an anther with a razor blade. 
These pieces were immediately put into a quenching mixture of butane-saturated 
isopentane cooled with liquid air until just viscous. After a few minutes they were 
quickly transferred to tubes of absolute ethanol precooled with powdered dry-ice 
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in ethyloxalate, the whole maintained in a dewar until dehydration was presumed 
complete. The tubes were then allowed to come to room temperature and the 
material embedded, using cedarwood oil as the intermediate solvent. Sections 
were fixed in ethanol following removal of paraffin with xylene. 

Tissues were routinely stained by the Feulgen reaction, and sometimes counter- 
stained with fast green ; non-hydrolyzed control slides were processed simultaneously. 
Protein was determined with mercuric bromphenol blue, according to Mazza et al. 
(1953). 

The nucleic acids of Lilium buds were labelled with tritium by immersing 
the anthers on the plant for 24 hrs. directly in a mineral solution (TAyLor 1950) 
containing 20—30jyc/ml of H*-cytidine, specific activity ca. 247 mc/mM or 
360 mc/mM. (The former specific activity refers to cytidine made and kindly 
supplied by J. H. Taytor, Columbia University; other lots were purchased from 
Schwarz Laboratories, Inc.) The perianth of a bud is replaced with an artificial 
sac containing the solution. Cytidine enters the anthers by way of the vascular 
system and labelling proceeds with time from the base to the tip of an anther 
(Takats 1958, unpublished). Sections of anthers were cut at 5 and extracted 
on the slide with 2% perchloric acid for 40 minutes at 2—4°C to remove acid- 
soluble materials, or with 10% perchloric acid for 2 and 4 hrs. at 20°C to remove 
80—90% of the RNA without removing DNA (Woops 1957; Woops 1958, un- 
published). The Feulgen reaction was carried out after hydrolysis with 1 NHCI 
at 60°C for 8 or 10 minutes. Kodak AR-10 stripping film was applied to the 
slides and they were processed essentially as outlined by TayLor (1956). 


III. Results 
1. Sporogenous tissue 

Chromatin globules associated with the microsporocytes are present 
only during the stages zygotene and pachytene. The frequency of affected 
microsporocytes changes strikingly during this time. Data were obtained 
for the prophase stages in Liliwm by scoring longitudinal sections of 
anthers. In Fig. 1 the frequency data of Table 1 are plotted against 
the logarithm of bud length. The latter has been shown to vary linearly 
with time (Erickson 1948). A nearly symmetrical curve results: after 
an initial lag, the frequency rises steadily to a maximum and then 
abruptly falls off as pachytene begins. At the maximum, usually less 
than 20% of the microsporocytes in an anther are affected. The period 
of increase corresponds to zygotene and is slightly shorter than the 
period of decrease; the entire interval covers about 3!/, days. The rather 
large errors associated with the values are due primarily to the non- 
random distribution of affected cells in the cross-sectional plane of the 
locule. Variation in frequency between locules of a single anther is not 
significantly different from that for the 6 anthers of a bud. 

If some of the same anthers are now rescored, counting only the 
microsporocytes from the tip or base, two curves are obtained slightly 
displaced with respect to time (Fig. 2). The affected microsporocytes 
at the tip of the anther actually reach a maximum frequency before 
those at the base, although the intervals between bud lengths scored 
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Fig. 1 Fig. 2 
Fig. 1. Frequency of microsporocytes with chromatin globules during first meiotic pro- 
phase of Lilium. Data are plotted from Table 1. Bars show standard deviations 
Fig.2. Frequency of microsporocytes with chromatin globules: tip and base of anthers in Fig.1. 
Apical and basal frequency curves are based on the means of 4 samples of 200 cells 
at each stage 


were not appropiate to show this. The shift in frequency with time 
reflects the developmental gradient in each locule of the anther; cells 
at the base lag about 12 hours behind those at the tip. 


Table 1. Frequency of microsporocytes with chromatin globules during first meiotic 
prophase. Lilium 

Anthers were excised from buds and fixed 1—2 hrs. in Carnoy. Each percentage 

value represents the mean -+ standard deviation of a number of locule values; 

each of these was obtained from 700—1000 cells in a Feulgen-stained median longi- 

tudinal section (except 12 values at 15.5 mm, obtained from serial cross-sections). 























Bud Stage of sporogenous tissue and tapetum | Per cent mi- No. No. 
length crosporocytes | locules | anthers 
mm Base Tip with globules | scored sampled 
14. E. Leptotene Leptotene 0.0+0.0 ‘ 5 
Tapetum uninucl. | Tapetum uninucl. 
14.5 E. Leptotene E. Zygotene 0.11 + 0.12 12 6 
Tapetum uninucl. | Tapetum uninucl. 
15.5 E. Zygotene Zygotene 6.88 + 2.99 16 6 
Tapetum uninucl. | Tapetum uninucl. 
16.5 Zygotene E. Pachytene 12.90 + 3.59 15 6 
Tapetum uninucl. | Tapetum uninucl. 
17.5 Pachytene Pachytene; Tapet. | 5.46+ 3.27 12 6 
; Tapetum uninucl. div. or binucl. 
18.0 Pachytene Clumped pachytene}] 1.0 + 0.73 14 6 
Tapetum uninucl. | Tapet.div.orbinucl. 5 
19.0 | Pachytene; Tapet. | Clumped pachytene | 0.25 + 0.31 18 . 6 
div. or binucl. Tapetum binucl. 
20.0 | Clumped pachytene | Clumped pachytene| 0.0+ 0.0 15 6 
Tapetum binucl. Tapetum binucl. 
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There is no morphological evidence that affected microsporocytes 
degenerate. Some trail of the progress of globule formation is expected 
if it is a natural phenomenon. In Alliwm, various types of affected 
microsporocytes may be arranged in a series that suggests ultimate 
degeneration; typical cells at the beginning and end of this series are 
shown in Fig. 3. However, their developmental relation is not certain. 
The more extreme types are present only in locules whose. contents are 
degenerating, while the cells with small discrete globules which arise 





Yet 
far 


Fig. 3aand b. Typical microsporocytes associated with chromatin globules in Allium. 
Smears of Newcomer-fixed anthers: (a) from normal locules, (b) from degenerating locules. 
Magnification ca. 1050 x 


from an apparently normal nucleus occur only in normal locules. Com- 
plete serial sections of 15 buds give no convincing evidence of transitional 
stages within a locule. The difference in cell types is not correlated 
with meiotic stage, and is taken to mean that a sudden irreversible 
change initiates degeneration. 

Similar locule-specific differences do not occur in Lilium. The 
material was examined for cells that showed extruded nucleolar frag- 
ments and for pycnotic cells, taking both types as indicators of degenera- 
tion. The frequencies of both vary in parallel with the frequency of 
cells associated with chromatin globules (Table 2). This indicates that 
all three may be aspects of the same cellular change. The degenerative 
types do not accumulate, however, which would be expected if the 
process were one of progressive degeneration. Their frequencies through- 
out zygotene and pachytene remain extremely low. 
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Table 2. Degeneration of microsporocytes correlated with presence of chromatin 
globules. Lilium 
The per cent microsporocytes with globules is taken from Table 1. Each of the 
other values is the mean of 4 locule values derived from 3 or 4 anthers. A micro- 
sporocyte was scored as pycnotic if its nucleus was shrunken and the chromatin 
markedly homogeneous in comparison with other microsporocytes. 











Per-cent Per cent microsporo- | Pet cent microsporocytes 
Bud icro- ety 4 extruding nucleolar 
length iesaeny tan cytes pyenotic fragments 
with : F 2 
th thout - ith thout 
mm globules Pn i cinnaion Pa 2 I cisbdies 
15.5 6.88 0.03 0.03 0.82 0.14 
- 16.5 12.90 0.2 0.04 1.30 0.30 
17.5 5.46 0.0 0.0 0.75 0.17 
18.0 1.04 0.0 0.03 0.13 0.06 
19.0 0.25 0.0 0.0 0.04 0.04 
20.0 0.0 — 0.0 — 0.0 

















It is possible that affected cells break down so rapidly that there 
is no accumulation of obviously degenerating types, or so slowly that 
prophase stages are not affected. With respect to the second possibility, 
examination of post-prophase stages in Lilium gives no evidence of 
degeneration; these stages occur rapidly enough so that even if only a 
small number of cells were affected at any one time, they would accu- 
mulate and be detected. Rapid cell loss was checked by scoring median 
longitudinal sections of locules at different stages during early prophase. 
This was done by sampling anthers from a bud at different times. By 
analysis of variance of cell number in all the anthers of a bud it was 
found that at a given stage different anthers could be used as samples 
from a homogeneous population. A normal growth rate is maintained 
during sampling intervals up to 48 hours. Data are presented in Table 3 
for three buds sampled over 24, 48, and 60 hours. The time-frequency 
curve in Fig. 1 does not give information on the cumulative proportion 
of cells affected, so that the expected cell loss on the hypothesis of 
degeneration can not be estimated. However, the maximum frequency 
may be taken as a minimum figure; a drop in cell number greater than 
about 13% would then indicate degeneration of affected cells. Linear 
regression coefficients of the number of microsporocytes against time 
are given in Table 3. Since none of these differs significantly from zero, 
there is no basis for concluding that the cell number changes from its 
initial value. 

2. Tapetum 
The extrusion of chromatin globules from tapetal nuclei does not 
occur as a regular process in any of the material, nor is there a peripheral 
distribution of globules around the sporogenous tissue at any stage of 
meiotic prophase. Such a distribution might indicate a movement of 
globules away from the site of origin, and was so interpreted by CooPER 
Chromosoma (Berl.), Bd. 10 30 
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R Fig. 4a and b. Autoradiograph of tapetum and sporogenous tissue at early pachytene in 
Lilium, after labelling with H*-cytidine during the preceding 24 hours, when the tapetum 
is synthesizing DNA. Feulgen hydrolysis and staining, showing label in tapetal DNA: 
(a) focal level of tissue, (b) focal level of emulsion. Chromatin globules associated with the 
microsporocyte nuclei are not labelled. Magnification ca. 1200 x 


(1952). Lilium buds in which there is a base- to-tip gradation in stage, 
from leptotene to very early zygotene, give critical evidence on this 
point. At the tip of each locule a few microsporocytes show the charac- 
30* 
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teristic chromatin globules associated with their nuclei. If the globules 
arise from tapetal nuclei at a slightly earlier stage, they should be 
associated with these nuclei at a lower level in the locule. They are, 


‘, ad 











Fig. 5aandb. Autoradiograph of tapetum and sporogenous tissue at late zygotene in 

Lilium. Anthers were labelled prior to leptotene with H*-cytidine. The treatment solution 

was then withdrawn, the anthers washed, and allowed to grow to late zygotene. Feulgen 

hydrolysis and staining, showing label in the microsporocyte DNA: (a) focal level of tissue, 

(b) focal level of emulsion. Chromatin globules associated with the microsporocyte nuclei 
are labelled. Magnification ca. 1200 x 


however, not present at that level. Occasional extrusion of chromatin 
globules from tapetal nuclei occurs in Allium, but is limited to the 
final stages of meiosis and may only presage the subsequent normal 
breakdown of the tapetum. 
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Direct evidence on the site of origin of the globules was obtained 
in Lilium, taking advantage of the separation in time of DNA synthesis 
for the tapetum and the sporogenous tissue. Complementary experi- 
ments were carried out by labelling the nuclear DNA of one or the 
other tissue with H*-cytidine. Typical results are shown in Figs. 4 
and 5. The correspondence between microsporocyte nuclei and globules, 
and the lack of correspondence between tapetal nuclei and globules with 
respect to labelling indicates that the globules arise from the micro- 
sporocytes and not from the tapetum. It is unlikely that the unlabelled 
globules observed when the tapetum is labelled could have originated 
from tapetal nuclei before the latter were labelled. Three experiments 
were performed at slightly different times during anther development, 
to bracket the interval of DNA synthesis in the tapetum; in no case 
was there any labelling of the chromatin globules. 


3. Handling effects on extrusion 


An indication that injury could produce a localized increase in the 
extrusion frequency was first obtained when entire buds of Trillium 
were reconstructed from serial cross-sections. Subsequently, a number 
of experiments with Lilium demonstrated that any injury rupturing the 
locule wall prior to fixation will produce the typical microsporocytes 
extruding chromatin globules. Cutting or puncturing the anther always 
increases the frequency as well as the severity of extrusion, in a gradient 
toward the point of injury. The extruded globules are clearly oriented 
toward the point where the locule was injured; this is the usual pattern 
of response. Similar extrusion is produced regularly when small pieces 
are cut from anthers (Figs. 6—8). The effect is the same whether the 
tissue is fixed or frozen, indicating that extrusion is not a response to 
fixation. Presumably the osmotic shock on\cutting induces extrusion. 
Cells in frozen pieces differ from those in Carnoy-fixed comparison pieces 
only by their more homogeneous nuclear contents. Usually a lower 
frequency of extruding cells is produced if the anther is immersed in 
Carnoy while it is cut into pieces, instead of being cut in air and then 
immersed (Table 4, p. 443). 

Cells distal to a point of injury are indistinguisable from those in 
uninjured locules if the material is fixed immediately after injury. If 
fixation is delayed, all the cells in the locule very rapidly disintegrate. 
The microsporocytes typically become enucleate or pycnotic, with 
vacuolate cytoplasm and distorted membranes. Large globules with 
some internal chromonematic structure are frequently extruded. Enuclea- — 
tion is the end result of this induced extrusion, the chromatin frequently 
entering the cytoplasm of an adjacent microsporocyte. Early stages, 








Fig. 6a—c. Extrusion of chroma 
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piece of anther, Lilium, leptotene, 14.0 mm bud. Note in (a) oriented extrusion produced 
by cutting; cut surface is to right. Phase-contrast photograph (c) shows penetration of 
extruded chromatin into cytoplasm of adjacent cell more clearly than in (b). Magnification 

ca. 470 x (a) and ca. 1050 x (b) and (c) 





tin globules from microsporocyte nuclei in frozen-dried 
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however, perfectly simulate the extrusion occurring in uninjured locules. 
fe The cells are morphologically the same in both cases. The extruded 





Fig. 7a and b. Oriented extrusion of chromatin globules from microsporocyte nuclei in 
pieces of anthers, Liliwm, zygotene, 16.0mm bud. Carnoy-fixed (a) and frozen-dried 
piece (b) from same anther. Magnification ca. 780 x 


globules stain with Feulgen for DNA and mercuric bromphenol blue for 
protein, as in the intact tissue.- Moreover, the sensitive period for the 
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production of extrusion by injury corresponds to the period when 
extruding cells appear in uninjured locules, except that it also includes 





Fig. 8a—d. Extrusion of chromatin globules from microsporocyte nuclei in pieces of 
anthers, Lilium. Zygotene (a, b), 16.0 mm bud; pachytene (c, d), 18.0 mm bud. Compare 


Carnoy-fixed piece on left with frozen-dried piece on right from same anther. Magnification 
ca. 1050 x 


late leptotene. It is not known whether the process is simply the squirting 
of material through nuclear membrane pores as through asieve, or whether 
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Table 4. Variation in extrusion frequency according to handling procedure. Lilium 

Two buds were scored at each of the indicated bud lengths; the column values 
were drawn from the tip portions of three adjacent anthers. Each value is based 
on ca. 100 microsporocytes scored in a smear. Microsporocytes with free cyto- 
plasmic globules are included in the score. 





Per cent extruding microsporocytes 


Method of handling anther at different bud lengths 





14.0 mm 15.5 mm 17.0 mm 





Cut in air, then immersed in fixative 84 83 95 95 79 40 
Cut while immersed in fixative . . 719 74 72 43 63 75 
Not cut, fixed whole ....... 14 21 17 19 5 1 











the membrane is actually distended and buds off to form a sac enclosing 
a portion of the nuclear contents. 

Tapetal breakdown produced by injury exhibits a range of cellular 
changes that also includes chromatin extrusion. Proximal to the point 


| 0 
f 


of injury there is a zone of complete 
cell disruption, in which cell limits 
are lost and nuclear contents coa- 
lesce. Distally, the cell nuclei are 
distorted or lobulated and inter- 
grade with cells whose nuclei pro- 
duce small globules. The latter 
quite abruptly give way to mor- 
phologically intact cells. Both di- 
viding and interphase nuclei ex- 
trude globules. If wounded an- 
thers are left on the plant, an 
increasing number of tapetal cells 
will be affected, so that within 
24 hours nearly all these cells in the 
locules are disrupted. Tapetal extru- 
sion also appears spontaneously in 
intact anthers that are left to grow Fig. 9. Spontaneous tapetal extrusion in 
for 48 hours or more in buds which {Aun cpcurting nee eck opened te 
have been opened to excise other excise other anthers. Extruded globules 


i are regularly oriented toward the base of 
anthers (Fig. 9). the locule. Magnification ca. 1050 x 





4. Fixation effects on extrusion 

Qualitative comparisons were made in Alliwm between acid-alcohol, 
formaldehyde, and osmium fixatives. Extrusion occurs with each of 
these, but there is a distinction as to the type of extruding cell. The 
range of cell types mentioned in section 1 appears after acid-alcohol 
fixation (Carnoy, Newcomer). Only the more extreme types, associated 
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Fig. 10a and b. Severe] extrusion in Allium, showing smeared microsporocytes from 

formaldehyde-fixed anther (a) and cross-section of a degenerating locule, osmium-fixed (b). 

Here the sporogenous tissue and tapetum have shrunken away from the locule wall. Magni- 
fications ca. 780 x (a) and ca. 1050 x (b) 
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with degeneration of the locule contents, are present after formaldehyde 
or osmium (Fig. 10). 
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Formaldehyde or osmium could not be used successfully with whole 
anthers of Liliwm. When small pieces of anthers are fixed the osmotic 
shock on cutting apparently overrides fixative effects; extrusion is very 
rapid. The cells in such pieces fixed in formaldehyde or osmium are 
grossly comparable to those fixed in Carnoy or frozen. However, nuclear 
detail after formaldehyde is badly distorted; this may be due to the 
large amount of shrinkage that occurs during dehydration. Shrinkage 
may also explain the free cytoplasmic globules present in many cells 
of osmium-fixed material. Faa and Craf can be used with whole anthers, 
but extrusion is not appreciably different from that after Carnoy. 

‘Some quantitative data suggesting that the extrusion response may 
be altered even with acid-alcohol fixation were obtained in experiments 
designed to alter the direction and concentration gradient of the fixing 
fluid as it penetrates the sporogenous tissue: Anthers from the same 
bud of Lilium were fixed in Carnoy so that they were either completely 
or partially immersed. The fixative penetrates the exposed portion 
rapidly enough to prevent autolysis, but more slowly and in more dilute 
concentration than if the tissue were completely immersed. Data from 
three experiments are given in Tables 5, 6 and 7. The results are not 


Table 5. Effect of fixation on extrusion frequency. Lilium 
The number of extruding cells per 200 apical microsporocytes was scored in 
longitudinal sections. For the difference between means, ¢ = 4.05, p< 0.01. 
(The values were not transformed.) 





Per cent extruding microsporocytes at tip of locule 





Locule number ( 
Fixation treatment (Values in columns are from adjacent 


25 p sections) Mean of locule 


means + S.E. 





1 2 3 4 5 6 7 





Anthers immersed 
(anthers no. 1—3) 1] 10 |16 | 15 8.5 |14.5} 10.1+1.58 


3 
1.5 |13 1l | 8 /|14 
1.5 





Anther tips exposed 
(anthers no. 4—6) 7jscAtineee 
5 3.26 + 0.60 


























conclusive but suggest a higher frequency of extrusion when fixation 
is by complete immersion. The fixation difference in the first experi- 
ment is highly significant; in the second the anther values are hetero- 
geneous but show a difference in the same direction; in the third there 
is no difference. It is also interesting to note that the inter-locule 
variation in the second experiment (Table 6) is consistent with the anther 
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Table 6. Effect of fixation on extrusion frequency. Lilium 
Approximately 200 microsporocytes were scored per locule, proceeding equi- 
valent distances apically in serial cross-sections (25 1) from the locule base. 
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Per cent extruding microsporcytes at base of anther 






























Table 7. Effect of fixation on extrusion frequency. Lilium 
Approximately 200 microsporocytes were scored per locule, proceeding equi- 

valent distances apically in serial cross-sections from the locule base (Table 7a) or 

The single aberrant value in Table 7b is 





basally from the locule tip (Table 7b). 
not due to obvious injury. 














Anther 
num- Fixation treatment Locule number 
ber Mean per 

1 2 3 4 anther 
1 Anther immersed 21.69 18.91 23.81 15.89 20.08 
2 Anther immersed 6.57 0.50 6.53 10.94 6.14 
3 Anther immersed 8.86 14.08 12.25 13.46 12.16 
4 | Anther base exposed 0.51 0.94 3.00 1.49 1.49 
5 | Anther base exposed 8.00 3.38 1.49 0.0 3.22 
6 | Anther base exposed 8.04 3.92 10.05 3.38 6.35 
















































































IV. Diseussion and Conclusions 
1. DNA transfer from the tapetum 
The reutilization by the microsporocytes of DNA breakdown products 
from the degenerating tapetum has been suggested by LINSKENS (1958). 
The reported drop in DNA for the total anther contents and concomitant 

















Table 7a 
Per cent extruding microsporocytes at base of anther 
Anther 
num- Fixation treatment Locule number 
ber Mean per 
1 2 3 4 anther 
1 Anther immersed 2.49 3.48 3.38 1.01 2.59 
2 Anther immersed 5.05 10.73 4.29 2.56 5.66 
3 | Anther baseexposed| 6.03 4.35 0.50 1.01 2.97 
4 | Antherbaseexposed| 2.90 12.25 13.07 1.91 7.53 
Table 7b 
Per cent extruding microsporocytes at tip of anther 
Anther 
num- Fixation treatment Locule number 
ber Mean per 
1 2 3 4 anther 
1 Anther immersed 23.65 2.51 3.05 8.76 9.49 
2 Anther immersed 2.38 1.99 7.39 0.48 3.06 
3 Anther tip exposed 5.50 3.37 1.01 5.05 3.73 
4 Anther tip exposed 6.80 0.51 1.44 2.54 2.82 


variation, contrary to the random variation observed for the buds 
represented in the data of Table 1. The reason for the discrepancy 
between experiments is not known. 
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increase in breakdown products in the tapetum can not be given a 
morphological correlation, however, since the tapetum does not degener- 
ate until after meiosis is complete. Foster and Stern (1958) have 
given data contradictory to LInsKENs on the presence of soluble deoxy- 
ribose compounds in L. longiflorum anthers: they have shown that there 
is a drop in the level of such compounds rather than an increase during 
first meiotic prophase. 

CooPER (1952) made two observations that were critical for his 
hypothesis of DNA transfer. The first of these was that the apparently 
cytoplasmic globules were actually on the surface of the microsporo- 
cytes. The second was that the tapetum extruded chromatin prior to 
the time when the globules were found associated with the microsporo- 
cytes. Neither of these observations could be confirmed in this study. 
The failure to find tapetal extrusion is puzzling. In Lilium regale and 
L. henryi, used by Cooprr, the tapetal nuclei have divided before 
extrusions begins. In L. longiflorum, used here, mitosis in the tapetum 
does not begin until after zygotene, when the microsporocytes already 

‘show the characteristic globules. Possibly the membranes of newly 
formed nuclei more readily allow the passage of material or are more 
susceptible to deformation than older membranes. This explanation 
does not seem plausible, however, since in Allium cepa, which was also 
reported to extrude, the tapetum remains uninucleate. Some of the results 
of TayLor and McMaster (1954) suggest that the properties of tapetal 
DNA change during the period of synthesis, with the DNA made earlier 
being more labile to acid hydrolysis than that made later. This might 
be pertinent if the timing of the tapetal DNA synthesis in the different 
species were such that zygotene-pachytene coincided with different 
portions of the synthetic period. However, it appears to be nearly the 
same in the two species (one binucleate, one uninucleate) for which data 
are available. In L. henryi synthesis occurs after the cells are binucleate, 
when the microsporocytes are at mid-zygotene to early pachytene 
(PLaut 1953). In L. longiflorum it also occurs at late zygotene to early 
pachytene (TayLor and McMaster 1954; Takats 1958, unpublished). 

Rascu and Swirt (personal communication, and Swirr 1953) have 
shown photometrically that in L. longiflorum the combined extinctions 
of the microsporocyte nucleus and the associated chromatin globules 
give the expected 4C value of Feulgen-positive material; the globules 
contribute about 10% of the total. The possibility that the tapetum is 
acting as a reservoir from which DNA is transferred selectively to 
deficient microsporocytes was eliminated by the more direct experi- 

ments of TayLor and McMaster (1954), using autoradiographic tech- 
niques to follow P*? incorporation into DNA. The fact that the labelling 
of the chromatin globules always corresponds to that of the microsporo- 
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cytes has been confirmed now with H*-cytidine, which affords better 
resolution than P*. 

Transfer phenomena analogous to that reported by CooPER have been 
found during spermatogenesis in a number of insects (BaTTaGLia 1950; 
MonTALENTI! et al. 1950). Here RNA is secreted in granular form by 
follicular cells, or the chromatin of degenerating nuclei is thought to be 
converted into RNA. ScHrapER and LEUCHTENBERGER (1952) and 
Bonuae (1955), also in insects, and Lison and FauTREZ-FIRLEFYN (1950) 
in a crustacean, have found that certain nuclei in the ovarian chamber 
regularly degenerate and presumably are converted into Feulgen- 
negative material. The interpretation in all these cases is that the 
RNA is used by the developing meiotic cells and is essential to their 
metabolism. No independent biochemical data support the conversion of 
deoxyribotides to ribotides. 


2. Degeneration of microsporocytes 


The simplest explanation for extrusion would be that a certain 
proportion of the microsporocytes in an anther degenerate in this manner. 
A low frequency of aborted microspores and pollen grains is a common 
observation in normal plant microgametogenesis. Analogous phenomena 
are known in normal spermatogenesis in animals (ROOSEN-RUNGE 1955; 
OaxBERG 1956), and differential spermatogonial mitosis has been reported 
to produce degenerative spermatocytes in certain insects (BAUER and 
BEERMANN 1952). The evidence from Liliwm on the degeneration of 
microsporocytes is completely negative, however. From the time when 
extruding cells appear until they disappear there is no accumulation of 
pycnotic cells, and the total number of cells in each anther remains 
constant within the limits of expected variability. The very low fre- 
quency of cells that are pycnotic or extruding nucleolar fragments varies 
in parallel with the frequency of cells extruding chromatin. 

Arguments for degeneration can be based on the comparative mor- 
phology of pycnotic cell types. Somatic nuclei that extrude chromatin 
usually degenerate. In the root tip cells of Allium cepa, chromatin 
extrusion resembling that from microsporocyte nuclei can be produced 
artificially by treatment with derivatives of phenoxyacetic acid (NYGREN 
1949) or penicillin (LEvAN and Ty10 1951); these cells usually do not 
recover. Degenerating cells whose nuclei show many protruding lobes 
are one of a spectrum of nuclear types found to occur spontaneously in 
mouse lymphosarcoma (LEVAN and HavuscuKka 1953). The transient 
animal cells involved in presumptive transfer of RNA to meiotic cells 
have already been mentioned. In the Allium material examined here, 
the entire contents of individual locules frequently degenerate, and it 
is natural to conclude that the extreme types of extruding microsporo- 
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cytes in these locules represent the terminal stages of less severe extrusion. 
Fraser (1914), Diapy (1914), and Gatrrs and Regs (1921) came to 
this conclusion from studies of microsporogenesis in Vicia faba, Crepis 
virens, and Lactuca, respectively. However, without the demonstration 
of spatial contiguity of affected cells, or some reference time scale, this 
type of evidence is difficult to evaluate. There is no way to exclude the 
possibility that separate but parallel mechanisms operate to produce 
similar end results. The present Alliwm observations bear this out in 
showing that there is no transitional stage within an affected locule. 


3. Extrusion as an artifact 


The clear-cut effects of wounding can explain some of the varying 
observations in the literature on the frequency of extrusion and the 
orientation of extruded material. Abrupt, localized increases in frequen- 
cy, to the extent that nearly all the microsporocytes extrude, were noted 
by earlier investigators but not related to injury (DicBy 1914; West 
and LEcHMERE 1915; Sparrow and Hammonp 1947). Directionality of 
extrusion has been described by KOrnicKE (1901), GatsEs (1911), and 
West and LecHMERE (1915). Both these effects are regularly produced 
by wounding. The point of injury in such cases may very easily be 
overlooked unless the anther is reconstructed from serial sections. The 
sudden pressure differential orients extrusion toward the point of injury. 
The freezing experiments with small pieces of anthers demonstrate that 
extrusion produced in this way occurs very rapidly and is not a response. 
to the subsequent penetration of the fixative; fixation simply halts the 
irreversible breakdown. This is indicated also by the generaily lower 
frequency of extrusion when the handling procedure is altered so that 
fixation occurs simultaneously with cutting. 

The effects of wounding during handling may be considered pertinent 
to the conclusions about degeneration. Since the extruding cells in 
injured tissue rapidly pass through a stage in which they are apparently 
identical to those in intact tissue, it might be predicted that the latter 
also degenerate. However, in the experiments on wounding the tissue 
is not allowed to recover. The simplest interpretation of the effect is 
that it exaggerates conditions that may obtain during routine handling 
procedures. 

The distinction between extruding cells that degenerate and those 
that do not, brought out in section 2, is made more plausible by the 
differential effect of various fixatives in Allium: after formaldehyde or 
osmium fixation, only the degenerating type of cell appears. TayLor 
and McMaster (1954) have claimed that chromic acid-osmium fixation 
reduces the frequency of extrusion in Lilium longiflorum. These two 
observations are the best evidence that the typical extruding cell is an 
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artifact of acid-alcohol fixation. The present experiments designed to 
alter the concentration gradient of Carnoy as it penetrates the sporo- 
genous tissue of Lilium have not satisfactorily settled the question, 





although they point in the direction of this view. e 
The shift in frequency of extrusion as meiosis proceeds might be E 
interpreted as indicating a normal process with a peak period of sensi- i 


tivity. The failure to find any change in the total number of microsporo- 
cytes, and the virtual absence of degenerating microsporocytes in intact 
anthers of Liliwm, might further be taken to support many earlier 
observations on the apparent recovery of affected cells (Diapy 1909; ; F 
Gates 1911; West and LEcHMERE 1915; SparRow and Hammonp 1947; 
Cooper 1952). If one assumes recovery, it is important to note that 
extrusion is not analogous to chromatin diminution and does not involve 
elimination of accesory chromosomes; there is simply an irregular ‘ 
transfer of chromatin between certain developing microsporocytes. 
Sparrow and Hammonp (1947) have considered extrusion the result of 
unknown factors operating during the normal development of the anther. 
It is conceivable that some extrusion could occur, for example, in 
response to suddenly altered osmotic conditions. Such effects, however, 
can not be checked directly. On the basis of the present results, it is 
considered more likely that the extruding microsporocytes are produced 
entirely by the procedures involved in handling and fixing the tissue. : 
The method of analysis makes it impossible to trace cells directly from 
one stage to another; different populations must be sampled at different 
times. Hence the extruding microsporocytes might be produced at each 
stage. They would then only be indicators of the changing physical 
fragility of the cell membranes and nuclear material; this would make 
plausible their rapid and complete disappearance during pachytene. 
The fact that they occur with considerable frequency in intact anthers 
is not satisfactorily explained. Nevertheless, the present results on the 
effects of fixation make it seem more reasonable to question their normal 
occurrence than to assume their recovery. 


Beene al a) 


Summary 
1. Tapetal extrusion does not occur as a regular process under 
normal conditions. Autoradiographic experiments of other workers 
using P®? were repeated with H*-cytidine as a label for nucleic acid 
pyrimidines. There is no evidence for transfer of DNA from the tapetum 
_ to the microsporocytes during the early first prophase stages of meiosis. 
The typical chromatin globules associated with the microsporocytes are 
extruded from them. 
2. The frequency of extruding microsporocytes in intact anthers of 
Lilium longifiorum rises rapidly following leptotene to a maximum at 
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the end of zygotene, then drops abruptly during pachytene. The number 
of such cells is extremely variable between different locules of the same 
anther and the lateral distribution in the locule is often non-random. 

3. Extrusion in intact anthers of L. longiflorum does not result in 
degeneration. The frequency of pycnotic cells is very low during first 
prophase and varies in parallel with the frequency of extruding cells, 
rather than increasing as the latter decreases. There is no evidence that 
the total number of microsporocytes changes. In Allium cepa, degenerat- 
ing locules contain extruding microsporocytes. However, these are 
clearly distinguishable from those in normal locules, and do not occur 
together with cells which can be interpreted as transitional types. They do 
not replace the extruding cells in normal locules at post-zygotene stages. - 

4. Wounding regularly increases the frequency of extrusion at the 
same stages during which it occurs in intact anthers. If the material 
is fixed immediately after injury the effect is localized, and the extruding 
microsporocytes are morphologically and cytochemically the same as 
those in intact anthers. Otherwise the cells rapidly degenerate. 

5. Different fixatives can be separated according to their effects on 
extrusion in intact anthers of A. cepa. Extruding cells are present after 
fixation with acid-alcohol, formaldehyde, or osmium, but those typical 
to normal locules do not occur after formaldehyde or osmium. Acid- 
alcohol fixation can probably increase the frequency of extrusion in 
intact anthers of L. longiflorum, but experiments will have to be refined 
before this can be demonstrated adequately. 

6. Alternative explanations for extrusion are discussed in relation 
to the present findings. The results may be explained in two ways: 
either extruding cells occur normally and recover, or they appear 
strictly as artifacts of handling and fixation. The latter explanation is 
preferred. Particular types of handling injury have been shown to 
reproduce some characteristics of extrusion noted in the literature. 
Fixation effects are considered to at least partially account for extrusion 
in intact anthers. 
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Aus dem Biologischen Institut der Keié-Universitét zu Yokohama 


DIFFERENTIELLE FARBUNG DER CHROMOSOMEN 
DER ERSTEN MEIOTISCHEN METAPHASE 
VON CYPRIPEDIUM DEBILE* 


Von 
Noriko YAMASAKI 
Mit 22 Textabbildungen 
(Hingegangen am 3. April 1959) 


In der vorhergehenden Arbeit (YaAMASAKI 1956) ist tiber die Methodik 
und das Ergebnis der differentiellen Farbung der somatischen Metaphase- 
chromosomen von Cypripedium debile berichtet worden. Fiir die mitoti- 
schen sowie die meiotischen Prophasechromosomen, besonders die Pachy- 
tanchromosomen, liegen schon ziemlich viele Angaben vor, daB sie 
differentiell gefaérbt und dadurch karyotypisch analysiert wurden. 

Kiirzlich gelang es der Verfasserin, die ersten meiotischen Metaphase- 
chromosomen von Cypripedium differentiell zu farben. Da Angaben iiber 
die Farbungsdifferenzierung der ersten meiotischen Metaphasechromo- 
somen, wie sie hier beobachtet worden ist, bis jetzt kaum gemacht 
worden sind, sollen die Befunde und ihre methodischen Grundlagen hier 
mitgeteilt werden. 


Material und Methode 


Die Ausgangspflanzen wurden am FuB des Berges ,,Fuzi‘‘ in der Provinz 
Yamanashi gesammelt! und in unserem Institut in Tépfen weitergezogen. Fiir 
die Beobachtung der meiotischen Chromosomen wurden Pollenmutterzellen 
(P.M.Z.) verwendet. 

Die Fixierung wurde nach der Methode der Verfasserin ausgefiihrt ; die Farbung 
war im wesentlichen eine Feulgensche Nuklealfarbung. Fixiert wurde in folgender 
Weise: Eine Anthere wird fiir 20 min in ein Gemisch aus 12 Teilen 22 %iger Essig- 
sdure und 1 Teil n HCl gebracht; dabei muB die Temperatur des Gemisches in den 
ersten 5 min 45°C und in den weiteren 15 min 60° C betragen. Durch dieses Ver- 
fahren werden Fixierung und Mazeration gleichzeitig erzielt. Danach wird die 
Anthere unmittelbar in ein Gemisch aus 3 Teilen 22%iger Essigsiure und 1 Teil 
75%igem Alkohol gebracht und bleibt darin 4 min lang bei normaler Temperatur, 
wodurch die Wirkung der HCl unterbrochen wird. Darauf wird die Anthere nach 
Feulgen bei einer Hydrolysedauer von 7 min gefarbt. 

Die so behandelte Anthere wird auf einem Objekttrager in 45%ige Essigsiure 
gebracht und ein Deckglas aufgelegt. Schwacher Druck auf das Deckglas preBt 
die P.M.Z. heraus; nach Umrandung mit einem beliebigen EinschluBmittel ist das 


“ Contribution from the Biological Institute, Keié-University No. 12. 
1 Herrn K. Suzuki, der mir bei der Gewinnung des Materials freundliche Hilfe 
geboten hat, méchte ich hier meinen verbindlichsten Dank aussprechen. 
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Praparat zur Beobachtung fertig. Das Deckglas muB8 so sanft und vorsichtig wie 
méglich angedriickt werden; sonst werden die Querstreifen undeutlich oder unsicht- 
bar, und im schlimmsten Fall werden die ganzen Bivalente so beschadigt, daB sie 
unbrauchbar sind; denn die auf diese Weise behandelten Bivalente sind in viel 
héherem Mafe briichig als gewohnlich praparierte. 

Im Laufe von 2 Wochen nach der Herstellung des Praparates nimmt die 
farberische Differenz zwischen den Querstreifén und den blaB gefarbten Teilen 
allmahlich zu; das Streifenmuster ist am deutlichsten in der Periode von der 
3.—5. Woche zu erkennen. Nach dem Ablauf dieser Periode werden die Quer- 
streifen allmahlich blasser. 

Wie die somatischen Metaphasechromosmen konnten auch Bivalente durch 
Essigorcein zwar differentiell gefarbt werden, doch bleiben die Querscheiben infolge 
starker Schwellung der Bivalente undeutlich. Man darf erwarten, daB gewisse 
Veranderungen der Technik einen besseren Erfolg bringen. Als Beispiel dafiir sind 
Abb. 20—22 gezeigt. Hier wurde die Anthere fixiert und gleichzeitig gefarbt durch 
das Gemisch von 9 Teilen 0,25%iger Orceinlésung in 45% iger Essigsiure und 
1 Teil in HCl, dabei wurde die Temperatur des Gemisches fiir 7 min bei 45° C 
gehalten, dann bis.zu 60° C erhéht und blieb fiir 25 min unverandert. Dann wurde 
die Anthere auf einen Objekttrager in 0,25 %iges Essigorcein gebracht, hier wurden 
das Exothecium, Endothecium und Tapetum entfernt, um nur die P.M.Z. allein 
zu erhalten. Ohne Druck wurde ein Deckglas darauf gelegt und mit einem 
EinschluBmittel umrandet. In 10 Tagen nach Préparation waren diese Praparate 
zur Beobachtung geeignet. 

Alle Mikrophotographien wurden mit der Aufsetzkamera ,,Makam‘ von Leitz 
hergestellt. 

Befunde 

Der somatischen Chromosomenzah]l von 2” = 20 entsprechend, sind 
bei Cypripedium debile in der M-I der P.M.Z. 10 Bivalente vorhanden. 
Abb. 1 zeigt die allgemeinen Verhaltnisse der M-I in einem nach ge- 
wohnlicher Essigorcein-Methode fixierten und gefiérbten Praparat. Wie 
aus Abb. 1 ersichtlich ist, zeigten diese 10 Bivalente nichts Besonderes 
hinsichtlich der Farbung; sie farbten sich dunkel und homogen. 

Abb. 2 zeigt eine P.M.Z., bei der MatsuvuRas ,, water pretreatment‘ 
vor der gewohnlichen Essigséureorcein-Farbung durchgefiihrt wurde. 
Infolge der Vorbehandlung wird der Doppelspiralbau der Bivalent- 
chromosomen deutlich. An der mit einem Pfeil bezeichneten Stelle, auf 
die scharf eingestellt worden ist, sind die Kleinspiralen recht klar zu 
beobachten. Betreffend des allgemeinen Baues der Bivalentchromo- 
somen findet man aber nichts Besonderes im Vergleich mit anderen 
Arten. ‘ 

Dagegen farbten sich die Bivalentchromosomen differentiell, wenn 
die Fixierung und Farbung wie oben (S. 454) dargestellt ausgefiihrt 
wurde. Es traten dann jene ,, Querstreifen“ wieder zutage, die gegentiber 
den von der Verfasserin schon an somatischen Metaphasechromosomen 
beobachteten keinen Unterschied aufwiesen (YAMASAKI 1956). Ihre Zahl, 
Breite und Lage nur sind nicht fiir jedes bestimmte Chromosom konstant, 
sondern sie sind auch deutlich und ausnahmslos symmetrisch auf die 
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Partnerchromosomen verteilt, was der Beobachtung von Mipuno 
(unveréff.) entspricht, daB in bezug auf das Querstreifenmuster je 
2 Chromosomen von ganz gleichem Typus im diploiden Bestand vor- 
handen sind. 
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Abb. 1 u. 2. Metaphasen I nach iiblichen Farbungen. 1 Farbung durch Essigorcein. 
2 MatTsuuRAs Wasser-Vorbehandlung und Firbung durch Essigorcein. Vergr. 1350 x 





Abb. 3 u. 4. Metaphasen I, differentiell gefirbt. Vergr. 900 x 


Abb. 3 und 4 zeigen in Ubersicht Metaphaseplatten mit farbungs- 
differenzierten Bivalenten. Wenn auch die Stellen, wo Chromosomen 
iibereinanderliegen, wegen der starkeren Lichtabsorption in den Photo- 
graphien ebenfalls schwarz dargestellt worden sind, so kénnen doch die 
Querstreifen der giinstig gelagerten Chromosomen eindeutig erkannt 
werden. In Abb. 3 sind alle 10 Bivalente erkennbar, wobei nur das 
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2. und das 3. von rechts sich etwas tiberdecken; man kann mediane 
oder submediane Lage ihrer Kinetochoren erkennen, wie MrpuNno 
(unver6ff.) es an somatischen Chromosomen festgestellt hatte. 

Die Abb. 5—14 geben einzelne Bivalente wieder, die so gut wie még- 
lich in einer optischen Ebene liegen. Anders als bei somatischen Chromo- 
somen, die man durch den Druck auf das Deckglas ziemlich flach legen 
kann, bleiben nach der obenerwahnten Préparation die Bivalente mehr 
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Abb. 5—14. Einzelne Bivalente nach differentieller Farbung. Vergr. 1350 x. 
Erklaérung im Text 
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oder weniger raumlich ausgedehnt, und einige der Querstreifen oder ein 
ganzer Schenkel eines Chromosoms bleiben unvermeidlich auBer Focus, 
obwohl beim Photographieren méglichst giinstige Fille ausgewahlt wor- 
den sind. 

Das Bivalent in Abb. 5 zeigt 2 Querstreifen dicht an einem inter- 
stitiellen Chiasma; es ist sicher aus 2 Chromosomen mit je einem Quer- 
streifen gebildet. 

Abb. 6 zeigt ein Bivalent mit einem terminalen Chiasma, an dem es 
umgebogen ist. In jedem der gepaarten Chromosomen findet man 
2 Querstreifen, und zwar den einen am chiasmafreien Chromosomenende 
und den anderen an der Nahe der betreffenden terminalen Chiasma. 
Nach dem Querstreifenmuster beurteilt, muB das Bivalent mit einem 
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subterminalen Chiasma in Abb. 7 wohl das gleiche wie das in 
Abb. 6 sein. 

Abb. 8 und 9 zeigen Bivalente, bei denen Chromosomen sich durch 
je ein Chiasma in ihren beiden Schenkeln paaren. Die Querstreifen an 
jedem der gepaarten Schenkel, die scharf abgebildet sind, lassen sich 
gut erkennen; sie sitzen ungefahr in der Mitte der chiasmaproximalen 
Abschnitte. An den anderen, nicht in der Einstellebene liegenden 
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Abb. 15—22. Weitere Beispiele fiir differentielle Farbung. 15—19 Feulgenfirbung. 
20—22 Essig-Salzséiure-Orceinfirbung. 17—19 Vergr. 810 x, die iibrigen 1350 x 


Chromosomenschenkeln sitzt, wenngleich das Chiasma die genaue Beob- 
achtung verhindert, wohl wenigstens je ein Querstreifen, und zwar am 
Chromosomenende. 

Wenn auch das mittels eines Endchiasmas gepaarte Bivalent in 
Abb. 10, wie die Bivalente in Abb. 6—9, aus Chromosomen mit 2 Quer- 
streifen besteht, so unterscheidet jenes sich von diesen im Streifenmuster, 
namlich dadurch, daB der nahe dem terminalen Chiasma liegende Quer- 
streifen der Partnerchromosomen in Abb. 10 viel kleiner und vom End- 
chiasma weiter entfernt ist als der der Chromosomen in Abb. 6—9. 

In Abb. 11—13 findet man Bivalente, bei denen jedes Chromosom 
3 Querstreifen besitzt, davon 2 am mittleren Teil des einen Schenkels 
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und einen am Ende des anderen Schenkels. Diese 3 Bivalente sind 
zweifellos identisch, obwohl sie sich durch die Zahl und Stellung der 
Chiasmen unterscheiden. 

Die Bivalente in Abb. 14 und 15 bestehen ebenfalls aus Chromosomen 
mit 3 Querstreifen, und zwar 2 in einem Schenkel und einen im anderen 
Schenkel des Chromosoms. Sie unterscheiden sich jedoch von den 
Bivalenten in Abb. 11—13 dadurch, daB der Querstreifen, der in einem 
Schenkel allein liegt, nicht endsténdig ist. Er ist némlich in Abb. 14 
etwas vom Endchiasma entfernt und liegt in Abb. 15 dicht am Ort des 
interstitiellen Chiasmas, von wo aus die Endteile beider Chromosomen 
sich ein wenig spreizen. 

Das durch ein interstitielles Chiasma gepaarte Bivalent der Abb. 16 
besteht aus Chromosomen mit 4 Querstreifen. Von den 4 Querstreifen 
liegen je 2 an jedem Chromosomenschenkel, und beide Schenkel unter- 
scheiden sich dadurch, da8 der eine einen endstandigen Querstreifen, 
der andere dagegen keinen solchen hat. Bei diesem Bivalent kann man 
also je 2 homologe Schenkel (den einen oben und links, den anderen 
unten und rechts) feststellen, wenngleich das eine durch einen Pfeil 
bezeichnete Ende des Chromosomenschenkels nach unten abgebogen und 
infolgedessen ein Querstreifen, der sich am betreffenden Ende befinden 
mite, unsichtbar ist. 

In Abb. 17—19 sind mehrere Bivalente gleich scharf wiedergegeben. 
Es ist deutlich, da8B bei allen Partnerchromosomen die Querstreifen 
ihrer Zahl und Lage nach streng symmetrisch verteilt sind. Die Quer- 
streifenmuster deuten noch an, daB das duRerst links gelegene Bivalent 
in Abb. 17 mit dem in Abb. 16 identisch ist. 

Abb. 20 und 22 zeigen durch Essigorcein gefiirbte Bivalente. Wenn 
der firberische Unterschied auch viel undeutlicher ist und die Bivalente 
stirker aufgelockert sind im Vergleich zu den feulgengefarbten, so kann 
man doch, wie durch Pfeile bezeichnet, auch hier Querstreifen fest- 
stellen, und zwar 6 in Abb. 20 (der Doppelpfeil bezeichnet das End- 
chiasma) und 2 in Abb. 21. Das eine Chromosom des Bivalents in Abb. 22 
zeigt wenigstens 3 Querstreifen; bei dem Partnerchromosom ist die 
Struktur infolge schlechter Behandlung nur undeutlich. 

Wihrend der meiotischen Prophase bis zur Diakinese kommt bei den 
Chromosomen der verschiedensten Arten von Lebewesen oft differentielle 
Farbung vor, meistens, ohne daB diese besonders erwahnt worden ist. 
So deuten z. B. die Abbildungen von Nigon und Brun (1955) stark 
auf eine Farbungsdifferenzierung hin, d.h. auf Querstreifen der Dia- 
kinesechromosomen, die symmetrisch in den Partnerchromosomen auf- 
treten. Die Autoren beschrinken ihre Beschreibung aber auf das 
Heterochromatin im eigentlichen Sinn. Mit dem Ubergang zur Meta- 
phase firben sich nach allen bisherigen Angaben die Chromosomen 
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immer homogen. DaB sie auch differentiell gefirbt werden kénnen, ist 
jetzt eindeutig gezeigt. Uberdies kamen die Querstreifenmuster stets 
streng symmetrisch unter den gepaarten Chromosomen vor, was ihre 
Konstanz beweist. Fiir die genaue Karyotypanalyse aber sind somatische 
Metaphasechromosomen viel geeigneter, weil bei den meiotischen Meta- 
phasechromosomen schmale Querstreifen wegen des Doppelspiralbaues 
so wie dem Auftreten von interstitiellen Chiasmata leicht titbersehen 
werden kénnen. 

Die Wahrscheinlichkeit, daB die Chromozentren, die Cypripedium 
debile in groBer Zahl besitzt (YaMaSAkI 1956), mit den Querstreifen 
einen Zusammenhang haben miissen, veranlaBte mich zu Studien iiber 
den UmwandlungsprozeB der Chromozentren zu Querstreifen wahrend 
des mitotischen und des meiotischen Zyklus; diese Ergebnisse sollen 
' spater ver6ffentlicht werden. 


Zusammenfassung 
Durch die von der Verfasserin entwickelte Methode der gleichzeitigen 
Fixierung und Farbung mit einem Gemisch von Orceinessigséiure und 
Salzséure sowie der Feulgenschen Reaktion kann man bei Cypripedium 
debile eine eigentiimliche Farbungsdifferenzierung der Chromosomen in 
der Metaphase I von Pollenmutterzellen erhalten; es treten hinsichtlich 
der Zahl, Breite und Lage konstante, tief gefarbte Querstreifen, wie bei 


den somatischen Metaphasechromosomen, auf, und die gepaarten Chromo- 
somen zeigen jeweils symmetrische Querstreifenmuster. 
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